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Introducción. La consolidación del ensayo single antigen beads (SAB-
panIgG) como método para la detección de anticuerpos frente a antígenos 
leucocitarios humanos (HLA), sin duda ha mejorado las expectativas de éxito 
en el trasplante de órganos sólidos. Paradójicamente, su alta sensibilidad 
para la detección de anticuerpos ha limitado seriamente las opciones de 
trasplante de una importante parte de la población que se encuentra 
sensibilizada frente a moléculas HLA. La actual estratificación del riesgo 
inmunológico en base a la presencia de un anticuerpo detectado por el 
ensayo SAB-panIgG, hace difícil encontrar donantes idóneos para estos 
pacientes, hecho que prolonga excesivamente su tiempo de permanencia en 
lista de espera. Una reciente modificación del ensayo estándar SAB-panIgG 
nos permite detectar únicamente aquellos anticuerpos capaces de activar la 
vía del complemento (ensayo SAB-C1q), los cuales, a priori, son más 
relevantes desde el punto de vista clínico. No obstante, la utilidad del 
ensayo SAB-C1q para estratificar el riesgo inmunológico de un anticuerpo 
preformado es un tema que, a día de hoy, suscita debate entre la 
comunidad científica.                                                                               
Objetivo. El objetivo principal de este trabajo fue evaluar el impacto 
de la capacidad de unir C1q de los anticuerpos anti-HLA específicos de 
donante (DSA) sobre la supervivencia del aloinjerto renal. 
Materiales y Métodos. Evaluamos retrospectivamente en muestras 
de suero pre-trasplante, pertenecientes a 389 pacientes trasplantados de 
riñón en el Hospital Universitario Reina Sofía entre los años 1995-2009, la 
presencia de DSA y su capacidad de fijar C1q mediante los ensayos SAB-
panIgG y SAB-C1q, respectivamente. Analizamos la supervivencia del 
aloinjerto renal en la población a los 7 años post-trasplante en función de su 
estatus de anticuerpos. El fallo de aloinjerto, definido como retorno a 
diálisis, fue considerado como evento de interés. Evaluamos el valor 
predictivo de fallo renal de múltiples variables clínicas e inmunológicas y 
establecimos un modelo de regresión de Cox multivariante para determinar 
el riesgo ajustado de pérdida de injerto en presencia de DSA y de su 
capacidad de unión por C1q. 
Resultados. Nuestro estudio reveló que los pacientes con DSA 
preformados capaces de fijar C1q presentaron la tasa de supervivencia del 
aloinjerto renal más baja de la población estudiada (40,7%), siendo 




significativamente menor a la de pacientes con DSA incapaces de fijar C1q 
(73,4%; p=0,001) y a la de pacientes sin DSA previos al trasplante (79,1%; 
p<0,001). Mientras, la supervivencia del aloinjerto fue similar entre 
pacientes con DSA preformados C1q negativos y pacientes sin DSA 
(p=0,403). Llama la atención que entre la población cuyo DSA tuvo un valor 
de intensidad de fluorescencia media elevado (≥10.000, n=46), el aloinjerto 
de aquellos pacientes en los que dicho DSA fue además capaz de fijar C1q 
mostró una peor supervivencia (38,4% vs. 68,9%; p=0,041). Finalmente, 
nuestro modelo predictivo multivariante determinó que únicamente la 
presencia de DSA capaces de unir C1q (HR 4,012; IC 95% 2,326-6,919; 
p<0,001), y no la de aquellos DSA incapaces de unir C1q (HR 1,389; IC 95% 
0,784-2,461; p=0,260), constituye un factor predictivo independiente de 
riesgo de fallo renal, tras estratificar la población con DSA en función de su 
capacidad de unir C1q y ajustar el modelo por otros factores predictivos pre-
trasplante como: i) la edad del donante, ii) el tiempo de isquemia fría y iii) 
las incompatibilidades HLA-DR entre donante y receptor.   
Conclusión. La caracterización de antígenos inaceptables de acuerdo 
al ensayo SAB-C1q podría mejorar la actual estratificación del riesgo de 
pérdida de aloinjerto basada, fundamentalmente, en la presencia de 
anticuerpos definidos por SAB-panIgG. Este hecho aumentaría la limitada 
oferta de órganos que, a día de hoy, presentan los pacientes sensibilizados 
frente a moléculas HLA, muchos de los cuales mueren a la espera de recibir 
un órgano adecuado. Este nuevo algoritmo, que podría ser extendido a 
cualquier órgano sólido, podría reducir el tiempo de estos pacientes en lista 
de espera, lo que supondría, sin duda, una mejora sustancial en su calidad 
de vida, en muchos casos mermada por la mala condición clínica asociada a 
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Introduction. The consolidation of the single antigen beads (SAB-
panIgG) assay as the main standardized method to detect preformed 
antibodies against anti-human leukocyte antigens (HLA) has undoubtedly 
improved solid-organ transplantation success. However, its high sensitivity 
for the detection of anti-HLA antibodies has seriously limited the possibilities 
of allograft allocation for those patients sensitized to HLA molecules. The 
current stratification of the immunological risk according to the presence of 
antibodies detected by SAB-panIgG hampers the search for a suitable donor 
for these patients, excessively prolonging their waiting time. A recent 
modification of the standardized SAB-panIgG assay allows us to detect only 
those antibodies capable of activating the complement cascade (SAB-C1q 
assay), which are a priori more clinically relevant. Nevertheless, the clinical 
usefulness of SAB-C1q assay to stratify the immunological risk of a particular 
preformed antibody-specificity and determine the unacceptable HLA 
mismatches is currently under discussion.  
Objective. The aim of this study was to evaluate the impact of the 
ability to bind C1q of donor-specific anti-HLA antibodies (DSA) on kidney 
allograft survival. 
Material and Methods. We retrospectively evaluated in pre-
transplantation serum samples belonging to 389 single-kidney transplanted 
patients at Reina Sofia University Hospital between 1995-2009, the 
presence of DSA and their C1q-binding ability, using SAB-panIgG and SAB-
C1q assays, respectively. We analyzed kidney-allograft survival up to 7 years 
according to the presence/absence of DSA and their ability to bind C1q. 
Allograft loss, defined as return to dialysis, was considered the event of 
interest. Furthermore, we evaluated the predictive value of allograft failure 
of multiple clinical and immunological variables and we designed a Cox 
multivariate regression model to predict the adjusted-risk of allograft loss in 
the presence of DSA and their C1q-binding ability. 
Results. Our study revealed that recipients with preformed C1q-
binding DSA showed the lowest allograft survival rate up to 7 years (40.7%) 
compared to patients with preformed non-C1q-binding DSA (73.4%; 
p=0.001) and without DSA (79.1%; p<0.001). Allograft survival rate was 
similar between patients with preformed non-C1q-binding DSA and patients 
without preformed DSA (p=0.403). Interestingly, among the transplanted 




population with high-mean fluorescence intensity DSA (≥10,000; n=46), 
those patients whose DSA were further capable of binding C1q showed a 
poorer allograft outcome (38.4 vs. 68.9%; p=0.041). Moreover, our 
multivariate predictive model for assessing the risk of allograft loss 
determined that only the presence of C1q-binding DSA (HR 4.012; CI 95% 
2.326–6.919; p<0.001) but not of non-C1q-binding DSA (HR 1.389; CI 95% 
0.784–2.461; p=0.260) remained an independent predictor after stratifying 
the DSA population according to the C1q-binding ability and adjusting the 
model for other pre-transplantation predictive factors including donor age, 
cold-ischemia time, and HLA-DR mismatches.  
Conclusions. The definition of unacceptable mismatches according 
to SAB-C1q assay would improve the current risk stratification of allograft 
loss, which is essentially based on the presence of antibodies predefined by 
SAB-panIgG assay. This improved risk stratification would expand the limited 
allograft allocation that patients pre-sensitized to HLA molecules are 
currently exposed to, many of whom die while waiting for a suitable donor. 
This new algorithm, which could be implemented to other solid-organ 
transplants, would shorten the waiting times of these highly sensitized 
patients, so considerably improving their quality of life. 
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3.1 LA ENFERMEDAD RENAL CRÓNICA Y EL TRASPLANTE RENAL 
 
La enfermedad renal crónica (ERC) engloba un conjunto de enfermedades 
heterogéneas que afectan de manera irreversible a la estructura y función renal (1). La 
definición y clasificación de la ERC ha evolucionado a lo largo del tiempo. Actualmente, 
las guías internacionales (National Kidney Foundation, NKF y Kidney Disease Outcomes 
Quality Initiative, KDOQI) definen esta condición como una disminución de la función 
renal con un filtrado glomerular inferior a 60 mL/min/1.73m2 y/o la aparición de 
determinados marcadores de daño renal (albuminuria, sedimento urinario anormal, 
alteraciones electrolíticas debidas a un desorden tubular, anomalías estructurales o 
histológicas e historia de trasplante renal) durante al menos tres meses, 
independientemente de la causa subyacente que lo produzca (Tabla 1) (2). 
 
Tabla 1. Pronóstico de ocurrencia de ERC según valores de filtrado glomerular y albuminuria. Adaptado de 
Levey y Coresh (1). Chronic kidney disease. Lancet. 2012; 379:165-180.  
    Albuminuria 
Categorías, descripción y rangos (mg/g) 
    A1 A2 A3 
    Óptima y normal-alta Alta Muy alta y nefrótica 







































G1 Normal y elevado 
>105      
90-104      
G2 Ligeramente disminuido 
75-89      
60-74      
G3a 
Ligera a moderadamente 
disminuido 




30-44      
G4 Severamente disminuido 15-29      
G5 Fallo renal <15      
 
Sin ERC 
Moderado riesgo de ERC 
Alto riesgo de ERC 
Muy alto riesgo de ERC 




La alta incidencia y prevalencia de la ERC, se estima que 12 de cada 100.000 
personas padecen ERC, tasa que podría aumentar hasta 14 de cada 100.000 en el año 
2030, su morbimortalidad y el coste económico que supone a los sistemas públicos de 
salud hacen que sea un problema sanitario de primer orden. Particularmente, en 
España aproximadamente 4 millones de personas padecen ERC (dato tomado del 
Documento Marco sobre Enfermedad Renal Crónica (ERC) dentro de la Estrategia de 
Abordaje a la Cronicidad en el SNS. Febrero 2015. Ministerio de Sanidad Servicios 
Sociales e Igualdad). La prevalencia de la ERC aumenta de forma progresiva con el 
envejecimiento y con otras enfermedades como la diabetes tipo 2, la hipertensión 
arterial y la arteriosclerosis. La Tabla 2 muestra las causas más frecuentes de ERC en 
España.  
Tabla 2. Causas más frecuentes de ERC en España (datos tomados del Registro Español de Enfermos 
Renales 2016).  
 15-44 45-64 65-74 >75 
Vasculares 3,4 % 19,9 % 28,5 % 48,2 % 
Sistémicas 14,0 % 28,7 % 22,4 % 34,9 % 
No filiadas 10,3 % 27,2 % 28,1 % 34,4 % 
Otras 7,5 % 28,8 % 30,5 % 33,2 % 
Diabetes mellitus 6,4 % 32,7 % 33,2 % 27,7 % 
PNC/NIC 15,6 % 33,7 % 25,1 % 25,7 % 
Glomerulonefritis 18,3 % 42,9 % 20,0 % 18,8 % 
Enfermedad poliquística 14,8 % 59,3 % 15,7 % 10,3 % 
Otras hereditarias/congénitas 42,2 % 34,9 % 17,4 % 5,5 % 
 
La manifestación más avanzada de la ERC es la insuficiencia renal crónica 
terminal, haciéndose necesario un tratamiento renal sustitutivo (TRS) de la función 
renal mediante hemodiálisis, diálisis peritoneal o trasplante renal. Se estima que el TRS 




consume entre el 2,5% y el 3% del presupuesto del Sistema Nacional de Salud y más del 
4% de atención especializada. El coste medio anual por paciente tratado con 
hemodiálisis es de más de 46.000 € y de más de 30.000 € en diálisis peritoneal (3). De 
las tres posibles opciones, el trasplante renal es el que permite una mejor supervivencia 
y un menor coste económico (4, 5). 
El Hospital Universitario Reina Sofía posee una amplia experiencia en la 
implementación de tratamientos renales sustitutivos, y particularmente en la 
realización del trasplante renal, habiéndose llevado a cabo más de 1.600 trasplantes 
renales (dato tomado del Registro de Trasplantes de la UGC de Nefrología del Hospital 
Universitario Reina Sofía) desde 1979, año del primer trasplante renal realizado en 
Córdoba (6). El perfeccionamiento de las técnicas quirúrgicas, junto con el desarrollo de 
fármacos inmunosupresores cada vez más eficaces, ha permitido que este 
procedimiento se convierta en poco tiempo en una terapia consolidada con muy 
buenos resultados. No obstante, la respuesta inmune del receptor frente a su aloinjerto 
sigue siendo una de las principales limitaciones del trasplante a corto y largo plazo. 
3.2 EL HLA Y SU IMPLICACIÓN EN EL TRASPLANTE 
Jean Dausset y cols. describieron por primera vez el Complejo Mayor de 
Histocompatibilidad (MHC) como un locus genético cuyos productos eran responsables 
del rechazo agudo de aloinjertos tisulares (7). Dado que fue descubierto en la superficie 
de los glóbulos blancos (leucocitos), los primeros productos de los genes MHC humanos 
se conocieron como antígenos leucocitarios y es por ello por lo que el MHC humano se 
conoce también como HLA, por sus siglas en inglés (Human Leukocyte Antigen).  
El MHC constituye la región genómica más relevante con respecto a la infección 
o la autoinmunidad, jugando un papel crucial en la regulación de la respuesta inmune 
innata y adaptativa. Su mapa genético extendido (Figura 1) abarca una amplia región de 
7,6 MB localizada en el brazo corto de cromosoma 6 y está conformada por varias 




regiones génicas que desde el telómero hacia el centrómero son definidas como: la 
subregión extendida de Clase  I (3,9 MB), la subregión clásica de Clase I (1,9 MB), la 
subregión clásica de Clase III (0,7 MB), la subregión clásica de Clase II (0,9 MB) y la 
subregión de Clase II extendida (0,2 MB) (8).   
Dentro de todo este complejo mapa genético, en las subregiones de Clase I y II 
clásicas se localizan los genes más importantes desde un punto de vista inmunológico, 
incluyendo los genes HLA clásicos, un grupo génico heterogéneo, de expresión 
codominante y altamente polimórfico, cuyos productos son las proteínas HLA Clase I y II 
clásicas implicadas en la presentación antigénica, hecho que permite al sistema inmune 
a través de las células T, discernir lo propio de lo ajeno.  
No obstante en estas subregiones también encontramos: i) genes que codifican 
proteínas HLA no clásicas de Clase I (HLA F, G o E), cuya función no ha sido definida con 
exactitud aunque algunas de ellas como el HLA-G parece estar involucrada en 
fenómenos de tolerancia inmunológica, existiendo formas HLA-G solubles cuya utilidad 
se ha postulado como herramienta para prevenir el rechazo en el trasplante de órganos 
sólidos (9); ii) genes MIC (MHC Class I chain related), cuyos productos, ligandos del 
receptor activador de células asesinas naturales (NK) NKG2D, juegan un papel 
destacado en respuestas antivirales y antitumorales (10) y iii) genes no clásicos de Clase 
II, como el HLA-DM, involucrados en el procesamiento antigénico por la vía endosomal. 
Finalmente, en la subregión clásica de Clase III podemos encontrar genes de proteínas 
de choque térmico, citoquinas (TNF) o factores del sistema del complemento (C2, C4), 
con una importante función en el mantenimiento de la homeostasis.  






Las moléculas HLA clásicas son proteínas glicosiladas localizadas en la 
membrana plasmática que se dividen en dos grandes grupos dependiendo del origen 
del péptido que van a exponer. Las moléculas HLA de Clase I, combinadas con β2 
microglobulina, unen péptidos procedentes del catabolismo proteico endógeno que 
Figura 1. Mapa genético del MHC humano. Tomado de Horton y cols. (8) Gene map of the 
extended human MHC. Nat Rev Genet. 2004; 5: 889-899. 




tiene lugar en el proteasoma, mientras las de Clase II exponen péptidos derivados de 
proteínas captadas del exterior, procesadas por la vía endosomal (Figura 2) (11). Los 
genes de los loci HLA-A, HLA-B y HLA-Cw codifican las moléculas HLA de Clase I clásicas 
y son expresados en todas las células nucleadas. Los genes de los loci HLA-DR, HLA-DP y 
HLA-DQ codifican moléculas HLA de Clase II que son expresadas fundamentalmente en 
células presentadoras de antígenos (CPA) profesionales (linfocitos B, macrófagos y 
células dendríticas) pudiendo, no obstante, su expresión ser inducida por γ interferón 
en otros linajes celulares, como por ejemplo en células endoteliales durante una 











Sin duda la característica fundamental del HLA es su elevado polimorfismo, 
existiendo en la población una gran cantidad de variantes alélicas para cada locus y 
siendo concretamente el HLA-B, el gen humano más polimórfico conocido. A día de hoy 
Figura 2. Vías de presentación antigénica de las moléculas MHC de Clase I y II. Tomado 
de Kobayashi y van den Elsen (13) NLRC5: a key regulator of MHC class I-dependent 
immune responses. Nat Rev Immunol. 2012; 12: 813-820. 




se han descrito 3.192 alelos del gen HLA-A, 3.977 alelos del gen HLA-B, 2.740 del HLA-
Cw, 1.764 alelos del HLA-DRB1 y 807 para HLA-DQB1 (14). Este polimorfismo extremo 
hace que el HLA de un individuo sea prácticamente único, usándose, la tipificación 
genética HLA, como herramienta forense o en estudios de paternidad. Los diferentes 
alelos codifican proteínas que difieren estructuralmente en su lugar de anclaje al 
péptido (15), lo que provoca diferencias específicas de ligamiento entre los péptidos 
por los distintos alelos HLA. Este hecho podría considerarse como una respuesta 
evolutiva para optimizar la protección de los organismos vertebrados frente a un 
ambiente hostil, dotando al sistema inmune de una capacidad de reconocimiento 
antigénico prácticamente ilimitada. Por otra parte, las marcadas diferencias 
interindividuales en la respuesta frente a antígenos extraños o la susceptibilidad a 
determinadas patologías también pueden explicarse en base al polimorfismo HLA. Por 
último, esta extraordinaria variabilidad genética de las moléculas HLA en la población 
constituye la principal limitación para el trasplante de órganos alogénicos (16). Las 
diferencias polimórficas entre el HLA del donante y receptor son percibidas por el 
sistema inmune de este último, el cual pondrá en marcha toda una serie de 
mecanismos inmunológicos, fundamentalmente de naturaleza adaptativa, para intentar 
eliminar al agente invasor, el aloinjerto.  
3.3 EL RECHAZO RENAL 
 El mecanismo por el cual el sistema inmune del receptor ataca al órgano 
trasplantado se conoce como rechazo y puede definirse atendiendo fundamentalmente 
al momento en el que se produce, siendo hiperagudo, agudo y crónico los principales 
tipos de rechazo (17). No obstante, también puede ser clasificado según los cambios 
fisiopatológicos observados (celular-intesticial, vascular, endotelial), la severidad del 
mismo, la respuesta al tratamiento (cortico-resistente), la presencia o ausencia de 
disfunción del aloinjerto (clínico o subclínico, respectivamente) y los mecanismos 
inmunológicos implicados (celulares y humorales) (18). 




El rechazo hiperagudo es un proceso que aparece en los primeros minutos-
horas tras la reperfusión del injerto (Figura 3), causando lesiones vasculares severas, 
fundamentalmente capilares, que culminan con la pérdida del riñón, el cual nunca llega 
a funcionar o lo hace por escasos minutos. Se trata de una respuesta inmunológica 
inmediata, producida como consecuencia de la existencia de anticuerpos en el receptor 
frente a los antígenos HLA endoteliales del aloinjerto. Estos anticuerpos preexistentes, 
producto de un proceso de alosensibilización previa, pueden inducir tanto la activación 
de la cascada del complemento por la vía clásica, como la estimulación de la secreción 
del factor procoagulante de Von Willebrand por las células endoteliales, dando lugar a 
la adhesión y agregación plaquetarias. Como resultado final de este conjunto de 
reacciones, se produce una oclusión trombótica intravascular que induce un proceso 
isquémico irreversible (19). 
El rechazo renal agudo suele aparecer después de la primera semana post-
trasplante y normalmente antes de los primeros 3 meses, si bien, un paciente puede 
experimentar fenómenos de rechazo agudo durante toda la evolución del aloinjerto. 
Actualmente, es considerado como uno de los mayores problemas del post-trasplante 
temprano y su ocurrencia está fuertemente asociada a un descenso de la supervivencia 
del injerto renal, siendo el factor de riesgo más importante para la aparición de rechazo 
crónico (20, 21). Su diagnóstico se realiza a partir de los hallazgos histo-patológicos 
resultantes en una biopsia, normalmente realizada en un contexto de disfunción clínica, 
y siguiendo los sistemas de clasificación internacionales, como la clasificación de Banff 





















Se piensa que el rechazo renal agudo es el resultado de dos mecanismos 
inmunológicos que pueden actuar de forma aislada o mixta: un proceso dependiente 
de células T, que se correspondería con un rechazo agudo de tipo celular y un proceso 
dependiente de células B, que generaría un rechazo agudo de naturaleza humoral. Con 
diferente grado de afectación, el rechazo agudo suele ser reversible tras un ajuste 
adecuado del tratamiento inmunosupresor. Así, en el tratamiento del rechazo celular 
agudo suele ser efectiva la administración de corticoides por vía intravenosa, 
pudiéndose emplear terapia deplectora de linfocitos como segunda línea en caso de 
fracaso, obteniéndose buenas tasas de respuesta funcional para rechazos celulares 
Banff grado 1 (IA y IB) y Banff grado 2A (23). Para el tratamiento del rechazo humoral 
Figura 3. Esquema representativo de los acontecimientos que se producen en el aloinjerto 
trasplantado durante el rechazo hiperagudo sobre el endotelio vascular (A) y la activación de la 
cascada del complemento (B). Tomado de Thomas y cols. (19) The perfect storm: HLA antibodies, 
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agudo, dirigido a eliminar el anticuerpo o impedir su desarrollo y/o acción, 
procedimientos como la plasmaféresis o inmunoadsorción, terapias basadas en 
rituximab o bortezomib, y el uso de inmunoglobulina intravenosa (IVIG), han 
demostrado beneficio clínico (24). El eculizumab, un inhibidor de la escisión del 
componente C5 del complemento que evita la formación del complejo de ataque a 
membrana (25), también se ha postulado como terapia para el rechazo humoral agudo, 
si bien, su eficacia no ha sido demostrada.  
Finalmente, el rechazo crónico se desarrolla de meses a años después del 
trasplante y engloba un conjunto de alteraciones estructurales y funcionales de 
etiología no muy bien definida, en la que parecen intervenir múltiples mecanismos 
tanto inmunológicos como no inmunológicos que conducen a un lento y progresivo 
deterioro de la función del injerto (26). Clínicamente la disfunción renal crónica se 
manifiesta por un aumento progresivo de la creatina y/o proteinuria. Histológicamente 
se caracteriza por la presencia de vasculopatía, consistente en una fibrosis concéntrica 
de la intima arterial que puede llegar a ocluir la luz vascular, y glomerulopatía. Sin 
embargo, su evolución silente en muchos casos puede retrasar el diagnóstico. Se cree 
que los mecanismos inmunológicos que causan rechazo crónico son consecuencia del 
desarrollo de una alorreactividad antígeno-específica mediada por células T y/o 
anticuerpos. Esta alorreactividad genera un estado de inflamación perivascular que 
merma la integridad endotelial de capilares glomerulares, peritubulares así como de 
otros vasos de pequeño y mediano calibre. El daño endotelial conduce a hipertrofia 
celular, expansión y duplicación de la membrana basal y daño de algunos podocitos, 
con la apariencia histológica de glomerulopatía del trasplante (26). Se postula que el 
rechazo crónico se produce por la vía indirecta, después de que las células dendríticas 
del donante sean reemplazadas por las del receptor dentro del órgano. No obstante, 
los aloinjertos también pueden ser crónicamente dañados por mecanismos no-
inmunológicos, como fármacos, isquemia, infecciones, la edad y el desarrollo de 
enfermedades de novo o la recurrencia de enfermedades de base (27). Se sabe que los 




órganos que experimentan rechazo crónico muestran muchas de las características 
presentes en los tejidos cicatriciales, incluyendo proliferación de fibroblastos, células 
endoteliales o epiteliales y deposición de colágeno dentro del parénquima del órgano y 
los vasos sanguíneos (28).  
3.4 MECANISMOS EFECTORES DEL RECHAZO 
Los dos principales mecanismos inmunológicos que se producen durante el 
rechazo del aloinjerto engloban respuestas innatas no específicas, que predominan en 
la fase temprana de la respuesta inmune, y respuestas adaptativas específicas de 
donante, que resultan del reconocimiento aloantigénico por las células T del receptor.  
Las respuestas inmunes innatas son consecuencia de varios eventos asociados 
al procedimiento clínico del trasplante, como el daño causado por la isquemia-
reperfusión y las infecciones, que conducen a la liberación de DAMPs o patrones 
moleculares asociados a daño (especies reactivas de oxígeno, proteínas de choque 
térmico, sulfato de heparina o fibrinógeno), y PAMPs o patrones moleculares asociados 
a patógeno (29). Inmediatamente después del trasplante, las señales de daño tisular 
liberadas, mediante su unión a receptores de reconocimiento de patrones o PRRs, 
localizados en determinadas tipos de células hematopoyéticas como, por ejemplo, 
células dendríticas, activan la transcripción de genes de respuesta inflamatoria, lo que 
induce la maduración celular, estimulando su capacidad de presentación antigénica e 
incrementando la expresión de moléculas co-estimuladoras y la secreción de citoquinas 
proinflamatorias (30). En este contexto, las CPA maduras del donante migran a las áreas 
de células T de los órganos linfoides secundarios e inducen la activación y 
diferenciación de células T CD4+ naïve alorreactivas, que se convierten en células T CD4+ 
efectoras. Estas células T CD4+ efectoras se desplazan hacia el órgano diana donde 
activan macrófagos y granulocitos que han infiltrado al injerto en respuesta al estímulo 
inflamatorio. Además, en el contexto proinflamatorio, las células NK desempeñan 




también un papel importante. Así, por un lado producen interferón γ  que induce la 
expresión de MHC de Clase I y II en las células endoteliales, las cuales se tornan más 
susceptibles al ataque por células T, por otro lado, las células NK pueden ejercer un rol 
efector directo causando la citólisis de células diana del aloinjerto bajo la acción de 
determinadas citoquinas inflamatorias como MCP-1 y CX3CT1  (31). 
El sistema del complemento lleva a cabo un papel central como mecanismo 
efector de la respuesta inmune innata. Las tres vías del complemento pueden ser 
activadas por DAMPs, así como por el ambiente inflamatorio que se desarrolla durante 
el daño causado por la isquemia-reperfusión (32).  
Por su parte, la respuesta inmune adaptativa aparece más tarde y su principal 
característica es que es antígeno-específica. El inicio de esta respuesta es posible 
gracias a la presentación de aloantígenos por las CPA, principalmente las células 
dendríticas, y su alorreconocimiento por las células T del receptor. 
El alorreconocimiento antigénico de las moléculas MHC del injerto se puede 
producir por tres vías (Figura 4). En la vía directa, los linfocitos del receptor reconocen 
la molécula MHC intacta sobre la superficie de las CPA del donante. En un ambiente 
proinflamatorio, las CPA del donante maduran y migran a los órganos linfoides 
secundarios donde contribuyen a la maduración de las células T del receptor, inducida 
por señales como IL-1β, TNF-α y CD40. La segunda es la vía indirecta, en la que los 
linfocitos del receptor reconocen las moléculas HLA del donante tras ser procesadas y 
presentadas por las CPA del receptor. Dado que las células dendríticas expresan tanto 
MHC de Clase I como de Clase II, los antígenos del donante pueden ser presentados 
tanto a células T CD4+ como CD8+. La tercera de las vías es la semi-directa, caracterizada 
por la habilidad dual que presentan las CPA del receptor tanto de i) presentar el MHC 
del donante de manera íntegra, que es adquirido por contacto célula-célula o por la 
fusión a su membrana de exosomas liberados por las células del donante, como de ii) 
internalizar, procesar y exponer el MHC del donante en fragmentos peptídicos anclados 




a moléculas MHC autólogas. En esta vía, las células T CD4+ y CD8+ alorreactivas son 
estimuladas a partir de que las CPA del receptor adquieran y presenten el MHC del 
donante por vía directa e indirecta (33, 34).  
El tipo de alorreconocimiento antigénico tendrá una implicación en el tipo de 
respuesta inmunitaria frente al aloinjerto (35). Así, la presentación antigénica a través 
de la vía directa de alorreconocimiento inicia una respuesta inmune adaptativa 
temprana o aguda al trasplante HLA-incompatible. No obstante, dado que el número de 
leucocitos del donante transferidos en el aloinjerto es limitado y únicamente 
permanecen otras células, como las endoteliales, para estimular las células T por vía 
directa, esta respuesta disminuye con el tiempo. Por otra parte, la presentación 
antigénica por la vía indirecta se puede producir mientras que el injerto permanezca in 
situ y, por tanto, se convierte en la vía principal de alorreconocimiento a largo plazo. El 
significado de la vía semi-directa en el contexto del rechazo aún no se ha dilucidado 
(36). 
Como consecuencia del alorreconocimiento, se presentan señales antígeno-
específicas a las células T a través del complejo TCR-CD3. Estas señales no son 
suficientes para activar de forma completa a las células T naïve, sino que se necesitan 
moléculas co-estimuladoras como el par CD80/CD86-CD28. La molécula CD28 se 
expresa constitutivamente en las células T y se une a las moléculas CD80 o CD86 sobre 
la superficie de las CPA. La señalización a través de CD28 reduce el umbral de activación 
de la célula T, aumenta la expresión de IL-2, promueve la proliferación de las células T y 
su resistencia a muerte celular inducida por apoptosis. Además, el efecto de la 
señalización vía CD28 aumenta la expresión de CD40L, otra molécula estimuladora. La 
interacción de CD40 en la superficie de las CPA con su ligando, CD40L en las células T, 
activa las CPA para amplificar la activación de las células T naïve, que maduran y se 
diferencian a células T efectoras CD4+ y CD8+. (37) 















 Por su parte, las células B pueden actuar como células secretoras de 
anticuerpos, pero también como CPA, dado que expresan tanto MHC de Clase I y II, 
como moléculas co-estimuladoras, incluyendo el CD40. Como CPA, las células B 
interaccionan con las células T CD4+ a través de su TCR y mediante las moléculas co-
estimuladoras, creando una sinapsis que permite la secreción de citoquinas por las 
células T para la activación y diferenciación de células B en células plasmáticas 
productoras de anticuerpos (36). 
 Se han identificado varios mecanismos efectores por los cuales los anticuerpos 
pueden causar daño sobre el aloinjerto. Estos mecanismos (Figura 5) incluyen la 
activación del complemento, la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos 
(ADCC) mediada por células NK y la activación del endotelio (38).  
Figura 4. Vías de alorreconocimiento antigénico: directa, indirecta y semi-directa. Imagen tomada 
de Zakrzewski y cols. (37) Overcoming immunological barriers in regenerative medicine. Nat 
Biotechnol. 2014; 32: 786-794 




 Sin duda, de las tres vías, el complemento representa el principal mecanismo 
de daño (19, 39). Todo comienza con la unión de los anticuerpos a sus dianas 
antigénicas, HLA y/o no-HLA, ubicadas en la superficie de las células endoteliales de la 
microvasculatura del aloinjerto. Los complejos antígeno-anticuerpo se fijan a la 
molécula C1q, disparando la activación del complemento por la vía clásica, la cual, a 
través de una cascada de eventos, conduce a la formación de las convertasas de C3 y 
C5 y la subsecuente formación del complejo de ataque a la membrana (MAC). El MAC 
forma poros transmembrana generando un desequilibrio electrolítico que produce la 
lisis de la célula. Otros componentes del complemento como C3a y C5a actúan como 
quimio-atrayentes para neutrófilos y macrófagos. El C5a actúa también como una 
potente anafilotoxina y conduce a la formación de edema, debido a la liberación de 
histamina por los mastocitos. 
 En relación a la ADCC, las células NK a través de su receptor FcγRIII (CD16) son 
capaces de unirse a los anticuerpos, a su vez unidos a sus antígenos diana sobre el 
endotelio vascular, por su región Fc. La unión FcγRIII - anticuerpo (Fc) induce la 
activación de las células NK que secretan perforinas y granzimas provocando la muerte 
de las células diana.  
 Los anticuerpos, además de activar la cascada del complemento, pueden 
también activar directamente el endotelio vascular, especialmente la proliferación 
celular, que es particularmente importante en la patogénesis asociada al rechazo 
crónico. A diferencia de la activación de la cascada del complemento, que 
fundamentalmente causa la lisis de las células endoteliales, en la activación directa del 
endotelio mediada por anticuerpos predominan el daño endotelial sublítico y la 
modificación estructural de la microcirculación. Histológicamente, estos cambios se 
manifiestan como una proliferación de las células endoteliales y/o el engrosamiento, 
duplicación y multilaminación de la membrana basal del glomérulo y los capilares 
peritubulares. 







Finalmente, la producción policlonal de anticuerpos en respuesta a los 
antígenos del aloinjerto adquirirá una trascendental relevancia en futuros intentos de 
trasplante, una vez fracase la función del primer injerto. Dado el carácter lesivo de 
estos anticuerpos, su presencia constituye la principal barrera para el trasplante de la 
población sensibilizada.  
3.5 LA TEORÍA HUMORAL DEL TRASPLANTE 
“La respuesta inmune al trasplante es predominantemente celular, siendo los 
linfocitos los principales efectores del rechazo del aloinjerto. El papel que juegan los 
anticuerpos en el rechazo humoral es incierto y prácticamente imposible de demostrar” 
(40). Así comienza la introducción del artículo publicado en Septiembre de 1966 por 
Kissmeyer-Nielsen y cols., en el que describen la ocurrencia de dos rechazos 
hiperagudos en una serie de 21 alotrasplantes renales consecutivos y donde sugieren 
que ambos fenómenos podrían estar relacionados con la preexistencia de anticuerpos 
Figura 5. Mecanismos de daño mediado por anticuerpos: activación del complemento (a), 
citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC) mediada por células NK (b) y activación 
del endotelio (c). Imagen tomada de Mehra NK y cols. (38) Clinical and immunological relevance of 
antibodies in solid transplantation. Int J Immunogenet. 2016; 43: 351-368. 




dirigidos frente a los antígenos de los donantes. Los autores hacen hincapié en que los 
sucesos de rechazo se producen en dos mujeres, de 33 y 38 años. Ambas pacientes 
habían recibido diálisis peritoneal como tratamiento renal sustitutivo durante varias 
semanas antes del trasplante. A lo largo de dicho periodo recibieron, además, sucesivas 
transfusiones de sangre completa y plasma para reemplazar la pérdida proteica 
peritoneal. Curiosamente, la primera de las receptoras había tenido cinco embarazos, la 
segunda tres. Los dos trasplantes se realizaron a partir de donantes con isogrupo ABO 
con respecto a las receptoras. Inmediatamente después del trasplante, ambos riñones 
adquirieron rápidamente un color, tono y temperaturas normales y se observó 
secreción de orina en los dos minutos siguientes a la apertura de la anastomosis. La 
secreción de orina continuó en un rango normal durante unos 10 minutos, pero 
entonces disminuyó gradualmente y cesó transcurrida la primera hora. 
Simultáneamente el riñón trasplantado perdió el tono y se puso flácido y cianótico. La 
anatomía patológica de ambos riñones reveló la presencia de microtrombos en las 
arteriolas y capilares glomerulares y yuxtaglomerulares, con ausencia de infiltrado 
celular. Dado que los leucocitos y trombocitos son importantes en los procesos de 
isoinmunización con trasfusiones sanguíneas y/o embarazo, Kissmeyer-Nielsen y cols. 
argumentaron que los antígenos renales frente a los cuales estaban dirigidos los 
anticuerpos responsables del rechazo deberían encontrarse igualmente en estos tipos 
celulares.  
Tres años más tarde, concretamente en Abril de 1969, Patel y Terasaki (41), 
estudiando los resultados de 226 trasplantes de riñón llevados a cabo en diferentes 
centros, demostraron la fuerte asociación entre la presencia de anticuerpos citotóxicos 
dirigidos frente a los antígenos linfocitarios del donante y un resultado positivo de la 
prueba cruzada por linfocitotoxicidad dependiente de complemento, resaltando su 
utilidad clínica como prueba previa al trasplante, por su valor predictivo de aparición de 
rechazo hiperagudo. De los 226 receptores estudiados, 63 tuvieron anticuerpos 
preformados frente a antígenos leucocitarios. Un total de 34 de los 80 injertos (42,5%) 




trasplantados a estos 63 receptores con anticuerpos preformados fueron rechazados 
inmediatamente mientras que, de los 168 injertos practicados sobre 163 receptores sin 
anticuerpos, sólo se rechazaron 4 (2,4%; p<0,001). Para estudiar el efecto de la prueba 
cruzada (suero receptor x linfocitos del donante) los 63 receptores con anticuerpos 
preformados fueron categorizados en tres grupos: aquellos con prueba cruzada positiva 
(n=30), aquellos en los que no se realizó prueba cruzada (n=23) y los que tuvieron un 
resultado negativo para la prueba cruzada (n=27). De los 30 aloinjertos trasplantados a 
receptores con prueba cruzada positiva, 24 (80%) fallaron inmediatamente y uno (3,3%) 
fue rechazado a los cuatro meses.  
Treinta y cuatro años después, Terasaki enunció su Teoría Humoral del 
Trasplante (42), considerada como uno de los dogmas centrales de la 
Histocompatibilidad. Múltiples evidencias acumuladas a largo de décadas de 
investigación demuestran que los anticuerpos, más concretamente aquellos dirigidos 
frente a los antígenos leucocitarios humanos, juegan un papel crucial en el rechazo 
(hiperagudo, agudo y crónico) de los aloinjertos trasplantados 
No obstante, en la respuesta inmunológica desarrollada frente al órgano 
trasplantado se pueden generar otro tipo de anticuerpos dirigidos frente a antígenos 
distintos a los HLA clásicos. Estos anticuerpos no-HLA pueden estar dirigidos frente a 
dianas no-polimórficas o proteínas no-alélicas y su desarrollo puede deberse a 
fenómenos de sobreexpresión durante el proceso inflamatorio en respuesta al 
trasplante, o cuando determinados antígenos crípticos son expuestos al sistema 
inmune como consecuencia del daño que se produce sobre el aloinjerto. Se cree que el 
microambiente dentro del injerto o el rechazo pueden romper la tolerancia humoral a 
autoantígenos (43). Estos anticuerpos no-HLA pueden ser generados de novo o estar 
presentes en el pre-trasplante, si bien su formación no siempre está vinculada a un 
evento de sensibilización clásico (44). Así ocurre con los anticuerpos dirigidos frente a la 
cadena α del antígeno MIC o MICA, donde una mutación A5.1 en el donante, 




relacionada con el alelo MICA*008, está asociada a un incremento en la expresión de 
MICA por las células endoteliales y, por tanto, estas moléculas MICA mutadas pueden 
ser diana para la formación de anticuerpos.  
Se han descrito y estudiado varios tipos de anticuerpos no-HLA. Entre ellos, 
destacan los anticuerpos anti-células endoteliales, los anticuerpos anti-receptor tipo 1 
de la angiotensina II, los anticuerpos anti-receptor tipo A de la endotelina-1 o los 
anticuerpos anti-MICA. Aunque su relevancia clínica no se ha definido con exactitud se 
hipotetiza que estos anticuerpos junto con los anticuerpos anti-HLA clásicos ejercen un 
efecto sinérgico de daño sobre el aloinjerto. Así, mientras que los anticuerpos anti-HLA 
producen daño endotelial con la subsecuente exposición de autoantígenos, una 
respuesta inflamatoria inducida por anticuerpos no-HLA podría incrementar la 
expresión de moléculas HLA estimulando a su vez la respuesta aloinmune. Esta 
hipótesis es apoyada por varios estudios que muestran como aquellos pacientes con 
anticuerpos anti-HLA y anticuerpos no-HLA presentan peores tasas de supervivencia del 
aloinjerto en relación a los pacientes que sólo tienen un tipo de anticuerpos (45, 46). 
3.6 RELEVANCIA DE LOS ANTICUERPOS anti-HLA PREFORMADOS 
  Los anticuerpos anti-HLA preformados representan, sin duda, una de las 
principales limitaciones en el trasplante de órganos sólidos. Su aparición es producto 
fundamentalmente de un proceso de alosensibilización previa que, de forma clásica, 
puede producirse a través de tres vías: i) trasplante previo, ii) el embarazo y iii) 
trasfusiones sanguíneas, si bien, estos anticuerpos pueden aparecer espontáneamente 
mediante procesos de sensibilización cruzada durante el curso de una infección o por 
eventos proinflamatorios (47). Tras décadas de investigación, podemos afirmar que los 
anticuerpos anti-HLA preformados, y más concretamente aquellos dirigidos 
específicamente frente a los antígenos HLA del donante, en mayor o menor grado, 
juegan un papel crucial en todos los tipos de rechazo descritos. Así pues, los 
anticuerpos anti-HLA preformados son responsables del rechazo hiperagudo (40, 41), y 




su presencia está fuertemente asociada al desarrollo de episodios de rechazo agudo a 
corto-medio plazo (48-50) o a la aparición de nefropatía crónica del trasplante (20). En 
este contexto, la caracterización de las especificidades de anticuerpos anti-HLA 
circulantes presentes en pacientes en lista de espera de trasplante de órgano sólido se 
ha convertido en una práctica clínica crucial, a fin de asegurar la correcta 
compatibilidad HLA entre donante y receptor evitando el daño que estos anticuerpos 
pudieran producir sobre el aloinjerto (51).  
Las técnicas para determinar la presencia de aloanticuerpos séricos han 
evolucionado a largo del tiempo. Las primeras, introducidas a finales de los 60 por Patel 
y Terasaki, estaban basadas en la citotoxicidad dependiente de complemento (CDC). 
Considerada como uno de los métodos de referencia para la detección de anticuerpos 
(Figura 6), los test basados en la CDC  tiene un extraordinario valor en la predicción del 
rechazo temprano (41), siendo incluso hoy día recomendada su realización como 
prueba de compatibilidad previa al trasplante.  
A modo de resumen, la prueba cruzada por CDC consiste en una primera 
incubación donde ponemos en contacto las células del donante (linfocitos T+B 
obtenidos de sangre periférica, ganglio, o bazo) con el suero del posible receptor 
candidato al trasplante, seguida de una segunda incubación con complemento 
purificado exógeno. Si hay anticuerpos en suero del receptor dirigidos frente a los 
antígenos leucocitarios (HLA) del donante (DSA), éstos se unirán específicamente a 
ellos. Esta unión antígeno-anticuerpo activará la vía clásica del complemento, 
produciendo la lisis celular por choque osmótico. Finalmente, las células son teñidas 
con el uso de colorantes vitales (naranja de acridina + bromuro de etidio), lo que facilita 
la interpretación de la prueba bajo un microscopio de fluorescencia, permitiéndonos 
estimar el porcentaje de muerte celular ocurrido. Un resultado positivo de la prueba 
cruzada (>20% de muerte) contraindica el trasplante, ya que evidencia la presencia en 
















Por extensión, las pruebas de linfocitotoxicidad fueron ampliamente utilizadas 
convirtiéndose en la herramienta estándar para la detección de anticuerpos. De 
manera rutinaria, los laboratorios de histocompatibilidad cruzaban en placas de 
Terasaki el suero de pacientes en lista de espera de trasplante de órgano sólido con 
líneas celulares de tipaje HLA conocido, definiendo aquellas especificidades antigénicas 
para las cuales el resultado del test era positivo. Dichos antígenos HLA eran excluidos y 
descartaban a un paciente para el trasplante, siempre y cuando en la tipificación HLA 
del donante, previa al trasplante, esas especificidades antigénicas estuviesen presentes. 
Igualmente, mediante estas pruebas podemos determinar el panel de reactividad de 
anticuerpos (PRA), que no es sino una estimación del porcentaje de la población frente 
a la que el suero de un paciente es reactivo. El valor de PRA indica el grado de 
Figura 6. Prueba cruzada por citotoxicidad dependiente de complemento. Aislamiento de la 
fracción de células mononucleares mediante centrifugación en gradiente de Ficoll, adicción a placa 
de Terasaki junto con el suero de los receptores candidatos y una fuente de complemento 
exógeno e incubación (A). Resultado de una prueba cruzada negativa (B) y de una prueba cruzada 
positiva (C).  
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sensibilización de un paciente e históricamente se ha usado como factor predictivo de 
rechazo, puesto que un PRA elevado suele estar asociado a un mayor riesgo de rechazo 
y pérdida temprana del injerto (52-54).  
En la década de los 90 surgen los primeros test de detección de anticuerpos en 
fase sólida como el ELISA (Enzime-linked immunosorbent assay) que, al contrario que 
los ensayos celulares, usan moléculas HLA solubilizadas e inmovilizadas sobre una 
matriz sólida. El ELISA utiliza inmunoprecipitados de glicoproteínas HLA, a partir de 
líneas celulares trasformadas con EBV, inmovilizadas en los pocillos de una microplaca. 
En este ensayo añadimos un suero problema sobre los diferentes pocillos de la 
microplaca, cada uno de los cuales representa un antígeno HLA concreto. Durante la 
incubación, los anticuerpos séricos presentes se fijarán únicamente sobre aquellos 
pocillos donde se hallen sus antígenos HLA diana inmovilizados. Después, incorporamos 
un anticuerpo anti-IgG marcado con una molécula reportera, como la fosfatasa alcalina, 
que se unirá al anticuerpo anti-HLA primario fijado sobre la placa. Finalmente, 
añadimos un sustrato que al ser desfosforilado por la enzima producirá un viraje de 
color fácilmente detectable en los pocillos donde la reacción sea positiva. El ELISA, al 
ser un método más sensible que la CDC para de detección de anticuerpos anti-HLA, fue 
ampliamente utilizado para determinar la pre- y post- sensibilización en el trasplante de 
órgano sólido. Con la introducción de la tecnología Luminex esta metodología cayó en 
desuso (55). 
Desarrollada hace apenas 15 años (2003) la tecnología Luminex supuso una 
auténtica revolución en la histocompatibilidad del trasplante y pronto se consolidaría 
como método estándar para la detección de anticuerpos, dada su gran sensibilidad y 
reproducibilidad (55). Esta tecnología inmoviliza moléculas HLA purificadas a partir de 
líneas celulares linfoblásticas sobre microesferas de poliestireno (Figura 7). Una de las 
ventajas de esta tecnología es que en un sólo pocillo desarrollamos una reacción que 
nos permite caracterizar el panel de anticuerpos de un paciente. Para ello, cada 




microesfera está marcada con una mezcla concreta de dos fluorocromos que al ser 
excitados por una luz laser a 630 nm en la plataforma Luminex emiten una señal de 
fluorescencia a 660 nm (rojo) y 730 nm (infrarrojo) respectivamente. Midiendo la 
composición de las intensidades de emisión para ambos canales, es posible identificar 









Luminex presenta fundamentalmente dos niveles de caracterización de los 
anticuerpos anti-HLA presentes en el suero (Figura 8). En el primer nivel, las bolas están 
conjugadas con una mezcla de moléculas HLA (Mixed), lo que se utiliza en el cribado 
inicial, es decir, en definir el estatus de anticuerpos (positivo o negativo) de un 
paciente. En el segundo nivel, aquellos sueros que han resultado positivos se incuban 
con un conjunto de bolas cada una de las cuales está conjugada con un único antígeno 
HLA de ahí el nombre de single antigen bead (SAB). Se estima que los antígenos HLA 
conjugados con las bolas Luminex, representan el 99,9% de los antígenos HLA 
presentes en la población.  
Figura 7. Esquema del funcionamiento de la tecnología Luminex para la detección de anticuerpos 
anti-HLA. Modificado a partir de Chen y cols. (56) Novel C1q assay reveals a clinically relevant 
subset of human leukocyte antigen antibodies independent of immunoglobulin G strength on 
single antigen beads. Hum Immunol 2011; 72: 849-858. 




Durante la incubación inicial, los diferentes anticuerpos séricos se irán uniendo 
a sus antígenos HLA diana presentes en cada una de las microesferas de forma 
específica. La detección de estos anticuerpos se consigue mediante una segunda 
incubación con un anticuerpo secundario conjugado con el fluoróforo R-ficoeritrina 
(PE), dirigido específicamente frente a la fracción cristalizable (Fc) de la IgG humana. 
Finalmente, sobre las bolas dentro de la plataforma Luminex inciden dos láseres, uno 
rojo a 630 nm, que excita sus fluorocromos internos permitiendo la identificación de 
cada bola concreta con su antígeno HLA único asociado y otro verde a 532 nm, que 
excita la ficoeritrina del anticuerpo secundario el cual estará unido al primario en caso 
de que se haya producido reacción. A partir de esta señal de intensidad de 
fluorescencia media o MFI, que expresa de forma semi-cuantitativa la fuerza relativa de 
unión antígeno-anticuerpo, definimos las especificidades de anticuerpos presentes (57).  
Análogamente al valor de PRA obtenido por CDC, a partir de los resultados del 
ensayo por SAB-panIgG es posible realizar una estimación virtual del porcentaje, 
relativo a una población aleatoria, frente a la que un suero problema resultaría positivo, 
atendiendo al número de especificidades de anticuerpos anti-HLA detectados y la 








Figura 8. Principio de la tecnología 
Luminex para la detección de 
anticuerpos anti-HLA (A) y los dos 
niveles disponibles de caracterización 
(B). Adaptado de Lachmann y cols. 
(57) Luminex® and its applications for 
solid organ transplantation, 
hematopoietic stem cell 
transplantation, and transfusion. 
Transfus Med Hemother 2013; 40: 
182-189. 




Dada la sensibilidad del análisis SAB-panIgG para la detección de anticuerpos, la 
definición actual de los antígenos HLA inaceptables y la introducción de la prueba 
cruzada virtual (VXM) pre-trasplante, sin duda ha mejorado las perspectivas de éxito en 
el trasplante, al evitar el impacto que los anticuerpos preformados, desapercibidos bajo 
técnicas menos sensibles como la CDC, pudieran ejercer sobre el aloinjerto. Sin 
embargo, la alta sensibilidad del ensayo ha incrementado de forma alarmante el 
número de pacientes sensibilizados en lista de espera, dificultando la asignación de 
aloinjertos para este grupo de pacientes, que ven muy limitadas sus opciones de 
trasplante (59).  
En este contexto, los protocolos de desensibilización surgieron como una 
opción para reducir los niveles de anticuerpos anti-HLA y aumentar las posibilidades de 
trasplante de aquellos pacientes sensibilizados mediante la inmunomodulación de la 
respuesta inmune (60). Estas estrategias varían desde el uso de plasmaféresis o IVIG 
hasta la administración de anticuerpos monoclonales dirigidos específicamente frente a 
las células CD20+ o frente al factor C5 del complemento (61). A pesar de que la 
desensibilización puede posibilitar un éxito a corto plazo del trasplante HLA 
incompatible, la reducción de las altas tasas de rechazo temprano y la disminución 
prolongada del nivel de anticuerpos representan retos aún sin resolver (62). Así pues, 
muchos de los esfuerzos actuales se focalizan en entender la verdadera patogenicidad 
de los anticuerpos anti-HLA. 
La relevancia clínica de los anticuerpos anti-HLA preformados identificados por 
los diversos métodos de detección de fase solida disponibles, fundamentalmente el 
SAB-panIgG, bajo un contexto de prueba cruzada por CDC negativa, ha sido 
ampliamente debatida por la comunidad científica. Existen estudios publicados hasta la 
fecha que describen resultados contradictorios, de manera que ciertos grupos no han 
encontrado una correlación clara entre la pérdida del aloinjerto trasplantado y la 
presencia de DSA detectados por SAB-panIgG (63-65), mientras que otros demuestran 




la existencia de una estrecha asociación entre la presencia de dichos anticuerpos, aun 
en un contexto de CDC negativo, y un incremento en el riesgo de rechazo así como una 
disminución en la tasa de supervivencia del aloinjerto (66-68). 
Sabemos que la principal vía de daño mediada por anticuerpos se produce tras 
la interacción antígeno-anticuerpo y la activación de la vía clásica del complemento (69, 
70). Dicha capacidad parece ser una propiedad fundamental del anticuerpo a la hora de 
definir su valor patológico (39). Desde esta perspectiva, aquellos anticuerpos con 
capacidad de activar la cascada del complemento, de entre todos los anticuerpos 
predefinidos por SAB-panIgG (71, 72) podrían ser los más relevantes desde un punto de 
vista clínico.  
Recientemente, se ha introducido una modificación en la estandarizada técnica 
SAB-panIgG que nos permite detectar únicamente aquella fracción de anticuerpos anti-
HLA capaces de activar la cascada del complemento (56). El ensayo SAB-C1q (Figura 9) 
consiste en incubar conjuntamente las bolas Luminex y un suero problema previamente 
descomplementado (56ºC durante 30 min), con una fuente exógena de proteína C1q 
humana purificada. Tras la unión antígeno-anticuerpo, la proteína C1q se acoplará 
sobre las especificidades de anticuerpos anti-HLA potencialmente capaces de activar la 
vía del complemento. Finalmente, el resultado de la reacción es revelado gracias a una 
segunda incubación con un anticuerpo secundario, conjugado con PE, dirigido 
específicamente frente a la proteína C1q. Análogamente al ensayo estándar cada bola 
será excitada por 2 láseres y el conjunto de señales emitidas definirán tanto el número 
de bola como su valor de MFI mediante el cual podremos caracterizar aquellas 
especificidades, dentro del panel predefinido por SAB-panIgG, C1q reactivas.   












Aunque la información concerniente a la utilidad clínica del ensayo SAB-C1q 
como método de detección de anticuerpos es bastante escasa aún, algunos estudios 
han mostrado la existencia de una fuerte correlación entre la presencia de DSA 
preformados fijadores de C1q y la ocurrencia de rechazo mediado por anticuerpos 
(AMR) con deposición de C4d y fallo prematuro del aloinjerto (73, 74). Estos hallazgos 
parecen apoyar el principio general de que los anticuerpos capaces de activar la 
cascada del complemento son los principales anticuerpos implicados en el rechazo y 
sugieren que el ensayo SAB-C1q podría constituir una valiosa herramienta para definir 
su valor patológico.  
Figura 9. Esquema del funcionamiento del ensayo single antigen bead (SAB)-C1q para la detección 
de anticuerpos anti-HLA capaces de unir la fracción C1q del complemento. Modificado a partir de 
Chen y cols. (56) Novel C1q assay reveals a clinically relevant subset of human leukocyte antigen 
antibodies independent of immunoglobulin G strength on single antigen beads. Hum Immunol 
2011; 72: 849-858. 












                         4. HIPÓTESIS 














Múltiples evidencias indican que la 
activación del complemento es la principal vía de daño ejercida 
por los anticuerpos sobre el aloinjerto en los fenómenos de 
rechazo. Desde esta perspectiva, nuestra hipótesis plantea 
cómo el riesgo inmunológico de los anticuerpos anti-HLA 
preformados, predefinidos por SAB-panIgG, podría ser 
estratificado en función de su habilidad para activar la vía 
clásica del complemento, evaluada en base a su capacidad de 
fijar C1q, el primer componente de la cascada del complemento 
humano.  




   
 
 




                        5. OBJETIVOS 










Considerando estos antecedentes, el objetivo general de este trabajo de tesis 
doctoral fue evaluar la utilidad clínica del ensayo SAB-C1q en la definición de grupos de 
anticuerpos anti-HLA con diferente riesgo inmunológico.  
De este objetivo general se desglosan los siguientes objetivos específicos: 
✓ Analizar la supervivencia del aloinjerto renal en la población a los 7 años 
post-trasplante según su estatus de anticuerpos anti-HLA previo al 
trasplante: i) presencia o ausencia de DSA y ii) capacidad de fijación de C1q 
del DSA.  
✓ Determinar el impacto sobre la supervivencia del aloinjerto de la capacidad 
de fijar complemento de un anticuerpo, más allá de su valor de MFI.  
✓ Evaluar la relación entre el valor MFI de los anticuerpos anti-HLA y su 
capacidad de fijación por C1q. 
✓ Establecer un modelo predictivo de fallo de aloinjerto renal en base al 
estatus de anticuerpos anti-HLA previo al trasplante, ajustado por otras 
características clínicas e inmunológicas con demostrado valor predictivo.  
Para ello, caracterizamos de manera retrospectiva, en una cohorte de pacientes 
trasplantados renales, la presencia de DSA preformados y su capacidad de fijar C1q.  









   6. MATERIALES Y MÉTODOS 








6.1 POBLACIÓN SELECCIONADA 
En el presente estudio, incluimos un total de 389 pacientes trasplantados de 
riñón en el Hospital Universitario Reina Sofía de Córdoba (España) entre los años 1995 y 
2009 y cuyo suero previo al trasplante estuvo disponible para su análisis por plataforma 
Luminex. Todos los trasplantes se realizaron a partir de aloinjertos procedentes de 
donante-cadáver. Los pacientes incluidos se trasplantaron con grupo sanguíneo ABO 
compatible y todos presentaron una prueba cruzada CDC (linfocitos T+B) negativa 
previa al trasplante. Aquellos pacientes trasplantados de riñón combinado con otro 
órgano sólido (corazón, páncreas o hígado) fueron excluidos. El tiempo de seguimiento 
para todos los pacientes trasplantados fue de 7 años.    
6.2 TERAPIA INMUNOSUPRESORA 
El régimen inmunosupresor implementado a los 389 pacientes incluidos fue 
heterogéneo, algo lógico considerando el amplio periodo de tiempo que comprende el 
estudio. En cualquier caso y, a pesar de las variaciones en los protocolos de 
inmunosupresión, todos los pacientes recibieron triple terapia inmunosupresora de 
mantenimiento basada en la administración de un anti-calcineurínico (ciclosporina o 
tacrolimus) combinado con un inhibidor de la síntesis de ADN (azatioprina o mofetil 
micofenolato) y bajas dosis de esteroides. Excepcionalmente, algunos pacientes 
incluidos se trataron con rapamicina, un inhibidor de la vía mTOR, combinada con 
tacrolimus y prednisona. A partir de 1998, aquellos pacientes considerados de alto 
riesgo inmunológico (pacientes con un panel de reactividad de anticuerpos o PRA 
superior al 80% y pacientes re-trasplantados con rechazo como causa subyacente al 
fallo del aloinjerto previo) fueron inducidos con timoglobulina (preparación de 
inmunoglobulinas anti-timocitos humanos derivados de anticuerpos policlonales 
purificados de ratón) durante los primeros 4-7 días. Los episodios de rechazo agudo 
fueron tratados con bolos de esteroides durante 3 días consecutivos. Rechazos cortico-




resistentes se trataron con OKT3 (anticuerpo monoclonal dirigido específicamente 
frente a la molécula CD3, proteína de membrana de los linfocitos T) o timoglobulina a 
partir del año 1998. No se llevaron a cabo protocolos de desensibilización en ninguno 
de los pacientes trasplantados incluidos.  
6.3 TIPAJE HLA DEL DONANTE 
Todos los donantes generados localmente fueron genotipados para los locus 
HLA-A, -B, -DRB1, y -DRB3/4/5 por métodos moleculares basados en la amplificación del 
ADN en regiones diana específicas para cada locus HLA mediante la reacción en cadena 
de la polimerasa (PCR), seguida de la hibridación de los productos amplificados con 
sondas oligonucleotídicas de secuencia específica (SSO) inmovilizadas sobre una 
membrana de nylon (Dynal Reli SSO Test. Invitrogen Corporation). En aquellos 
pacientes trasplantados donde objetivamos anticuerpos anti-HLA-DQ circulantes 
previos al trasplante, el locus HLA-DQB1 de su donante respectivo, con muestra 
disponible, fue retrospectivamente tipificado por técnicas de biología molecular 
igualmente basadas en la técnica PCR-SSO (Innolipa HLA-DQB1 typing kit; Innogenetics, 
Belgium). 
6.4 DETECCIÓN Y CARACTERIZACIÓN DE LOS DSA 
Las muestras de suero neto previo al trasplante de los 389 pacientes incluidos, 
conservadas a -20ºC en la seroteca de la UGC de Inmunología de Hospital Universitario 
Reina Sofía, se analizaron retrospectivamente mediante técnicas de fase sólida para la 
detección de anticuerpos anti-HLA circulantes (LABScreen Mixed I/II One Lambda Inc). 
Tras el cribado inicial, en aquellos pacientes que resultaron positivos para la presencia 
de anticuerpos anti-HLA séricos (normalized background (NGB) ratio ≥1,5), 
determinamos cada una de las especificidades de anticuerpos anti-HLA presentes 
mediante el uso microesferas de poliestireno conjugadas con moléculas de antígeno 




HLA único (LABScreen single antigen beads (SAB), One Lambda Inc). Las muestras se 
analizaron en una plataforma Luminex (LABScan 100) usando Luminex 100 IS versión 
2.3 como software de adquisición de datos. Los valores de MFI obtenidos para cada 
bola se analizaron y validaron por medio del programa Fusion versión 3.0 (One Lambda 
Inc).  
Una vez definidas todas las especificidades de anticuerpos anti-HLA circulantes 
para cada receptor, realizamos una VXM usando la información del tipaje HLA de los 
donantes, registrada en la base de datos del Hospital Universitario Reina Sofía. La VXM 
fue considerada positiva cuando detectamos la presencia de un anticuerpo en el suero 
del receptor dirigido específicamente frente a una molécula HLA-A, -B, -DRB1 o -DQB1 
presente en el donante. Estos anticuerpos fueron definidos como anticuerpos 
específicos de donante o DSA. Dado que no realizamos la tipificación HLA de los locus 
HLA-Cw y HLA-DPB1, el impacto de la presencia de anticuerpos anti-HLA-Cw y anti-HLA-
DPB1 sobre el aloinjerto no fue considerado en el presente estudio. Finalmente, 
analizamos el suero de aquellos pacientes con VXM positiva para determinar la fracción 
de anticuerpos capaces de fijar el primer componente del complemento humano, 
utilizando el ensayo SAB-C1q (SAB-C1q, One Lambda, Inc). Aquellos anticuerpos 
positivos detectados por este último el test y dirigidos específicamente frente a las 
moléculas de antígeno HLA presentes en el aloinjerto, se consideraron DSA fijadores de 
C1q.  
Para el ensayo SAB-panIgG establecimos como punto de corte para considerar 
un anticuerpo positivo, frente a una especificidad de antígeno HLA concreta, un valor 
de MFI de 1.000. De igual modo, para categorizar los anticuerpos detectados en 
función de su fuerza optamos por un valor de MFI de 10.000. Así, los anticuerpos anti-
HLA que presentaron un valor de MFI igual o mayor que 10.000 en el test SAB-panIgG 
se consideraron anticuerpos con alto valor de MFI o anticuerpos fuertes. Para el ensayo 




SAB-C1q establecimos un valor de MFI≥500 como punto de corte para considerar una 
reacción positiva.  
Tanto el ensayo SAB-panIgG como el SAB-C1q se realizaron siguiendo el 
protocolo proporcionado por el fabricante, introduciendo pequeñas modificaciones 
previamente validadas por la sección de Histocompatibilidad de la UGC de Inmunología 
del Hospital Universitario Reina Sofía. Todos los ensayos se realizaron utilizando un 
único lote de reactivos. El protocolo seguido para la realización de ambos ensayos 
puede consultarse en los Anexos del presente proyecto de tesis doctoral. La 
metodología del estudio queda ilustrada en la Figura 10. 
6.5 ANÁLISIS ESTADÍSTICO DE LOS RESULTADOS 
Para describir las características demográficas de los pacientes se utilizaron las 
medias y las desviaciones estándar (DE) en el caso de variables cuantitativas continuas, 
y el número y porcentaje en el caso de las variables cuantitativas discretas. La 
comparación de datos cuantitativos paramétricos, es decir, ajustados a una distribución 
normal, se realizó utilizando el test T de Student. Las variables cuantitativas no 
paramétricas se compararon utilizando el test U de Mann-Whitney. Para la 
comparación de variables cualitativas se utilizó el test Chi-cuadrado o el estadístico F de 
Fisher. El test de Kolmogorov-Smirnov fue utilizado como prueba de normalidad de las 
variables. La asociación entre variables cuantitativas se estableció mediante el test de 
correlación de Pearson.  
Representamos la supervivencia del aloinjerto renal, de los diferentes grupos 
en los que estratificamos la población en función de su estatus de anticuerpos previo al 
trasplante, mediante curvas Kaplan-Meier. Consideramos la pérdida del aloinjerto, 
definido como retorno a diálisis, como evento de interés. Los datos de pacientes 
fallecidos con aloinjerto funcionante fueron censurados. Utilizamos el test log-rank para 




comparar la supervivencia del aloinjerto de los diferentes grupos en los que 
estratificamos la población.  
Empleamos un modelo de regresión de Cox para estudiar el índice de riesgo o 
hazard ratio (HR) de pérdida del aloinjerto renal para las diferentes características 
clínicas e inmunológicas analizadas. Aquellas variables predictivas en el análisis de Cox 
univariante fueron introducidas en un modelo multivariante mediante el método 
forward conditional. Realizamos tests de colinealidad para asegurar la independencia 
de las variables predictoras y confundentes. Exploramos el valor predictivo de los 
diferentes modelos obtenidos mediante curvas ROC (receiver operating characteristic). 















Figura 10. Esquema resumen de la metodología seguida en el estudio. Las muestras de suero 
fueron analizadas de forma retrospectiva usando el test de cribado Luminex Mixed I/II. Cuando la 
ratio de fondo normalizada o normalized background ratio (NGB) fue mayor que 1,5, las muestras 
de suero fueron entonces analizadas mediante el test single antigen bead (SAB)-panIgG. A 
continuación, se llevó a cabo una prueba cruzada virtual a partir del tipaje HLA del donante. 
Finalmente, cuando la prueba cruzada virtual fue positiva, las muestras de suero se analizaron 
mediante el ensayo SAB-C1q. 
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Como se ha expuesto con anterioridad, en este trabajo de tesis doctoral, 
evaluamos de forma retrospectiva el impacto que, sobre la supervivencia del aloinjerto 
renal, ejerce la capacidad de activar la vía del complemento de aquellos DSA circulantes 
previos al trasplante. 
7.1 ANTICUERPOS anti-HLA EN LA POBLACIÓN SELECCIONADA  
Del total de 389 sueros pre-trasplante disponibles, pertenecientes a la cohorte 
de pacientes trasplantados de riñón entre los años 1995-2009 en el Hospital 
Universitario Reina Sofía, tras el cribado inicial, 151 (38,8%) resultaron positivos para la 
presencia de anticuerpos anti-HLA, no detectándose anticuerpos en los restantes 238 
(61,2%) sueros analizados. Estos 238 pacientes sin anticuerpos anti-HLA en el momento 
del trasplante se englobaron dentro de la categoría anti-HLA- (Figura 10). Una vez que 
estratificamos la población en función de la presencia o ausencia de anticuerpos anti-
HLA circulantes determinamos, en aquellos pacientes seropositivos para la presencia de 
anticuerpos (n=151), cada una de las especificidades antigénicas (antígenos HLA) frente 
a las que dichos anticuerpos estuvieron dirigidos. Seguidamente, cruzamos los datos de 
las especificidades de anticuerpos anti-HLA identificadas en cada receptor con el tipaje 
HLA de su donante correspondiente. De los 151 pacientes con anticuerpos anti-HLA 
preformados analizados, 57 presentaron una VXM negativa mientras que, en 92 de 
ellos, el resultado de la prueba virtual fue positivo. Dicha positividad fue debida a la 
presencia en el receptor de anticuerpos anti-HLA circulantes (detectados por el ensayo 
SAB-panIgG) dirigidos específicamente frente a, al menos, un antígeno HLA presente en 
el aloinjerto renal (Clase I y/o Clase II). Estos 92 pacientes constituyeron el grupo de 
estudio caracterizado por la presencia de DSA previos al trasplante (DSA+), que 
representó el 27,3% del total de la cohorte de pacientes trasplantados. 
Dado el consenso establecido sobre el hecho de que el riesgo de rechazo 
humoral en aquellos pacientes con anticuerpos anti-HLA no específicos de donante es 




prácticamente equivalente al de aquellos pacientes sin anticuerpos circulantes, los 238 
pacientes sin anticuerpos anti-HLA (anti-HLA-) y los 57 pacientes con anticuerpos anti-
HLA no específicos de donante (anti-HLA+, DSA-) se agruparon bajo una misma 
categoría (DSA-). Dichos pacientes (n=287), caracterizados por presentar una prueba 
cruzada virtual negativa previa al trasplante, representaron el 62,7% de nuestra cohorte 
de estudio.  
 
 
Además de la estratificación clásica para establecer el riesgo inmunológico de 
un paciente sometido a un proceso de trasplante, basada en la presencia o ausencia de 
DSA previos, en el presente trabajo caracterizamos la población con DSA en función de 
su potencial capacidad para activar la cascada del complemento. El análisis SAB-C1q 
resultó negativo para 62 (67,4%) de los 92 pacientes con DSA preformado analizados. 
Dichos pacientes, caracterizados por la incapacidad de su DSA para fijar la molécula 
C1q, conformaron el subgrupo de pacientes DSA+, C1q-. Por último, en 30 (32,6%) de 
los 92 pacientes DSA+, al menos uno de los de DSA evaluados resultó positivo en el test 
Figura 11. Estratificación de la cohorte de estudio (n=389). Los pacientes incluidos en el estudio 
fueron categorizados en función de la presencia o ausencia de anticuerpos anti-HLA en el 
momento del trasplante y su capacidad de fijar C1q. 




C1q (DSA+, C1q+). En la Figura 11 representamos porcentualmente los diferentes 
grupos en los que categorizamos los 389 pacientes incluidos, en función de su estatus 
de anticuerpos anti-HLA previo al trasplante. 
7.2 CARACTERÍSTICAS CLÍNICAS E INMUNOLÓGICAS DE LOS PACIENTES 
TRASPLANTADOS 
En la Tabla 3 mostramos las características clínicas e inmunológicas más 
representativas de cada uno de los subgrupos en los que estratificamos la población 
según su estatus de anticuerpos anti-HLA previo al trasplante. Como era de esperar, 
cuando analizamos las vías clásicas de sensibilización frente a moléculas HLA, vimos que 
en el grupo pacientes con DSA (DSA+) el porcentaje de mujeres (58,7% vs. 29,3%; 
p<0,001), de pacientes con antecedente de trasplante previo (41,3% vs. 6,4%; p<0,001), 
y de pacientes poli-trasfundidos (71,7% vs. 38,7%; p<0,001) fue significativamente 
mayor que en el grupo de pacientes sin DSA (DSA-). Precisamente relacionado con este 
mayor riesgo de sensibilización frente a moléculas HLA, el grupo DSA+ presentó en el 
momento del trasplante un valor de PRA, determinado mediante el test CDC, 
significativamente más alto (21,7±30,5 vs. 2,2±9,6; p<0,001). Por último, mientras en el 
grupo de pacientes DSA+ el tiempo medio de permanencia en lista de espera hasta 
recibir un injerto fue de 8 años, el tiempo medio en lista de espera del grupo de 
pacientes DSA- fue de apenas 3,8 años (p<0,001). Este último hecho estuvo 
probablemente asociado a la mayor dificultad que supone encontrar un donante 
idóneo para aquellos pacientes sensibilizados frente a múltiples especificidades HLA. 
Como puede verse en la Tabla 3, no encontramos diferencias significativas entre los 
diferentes grupos en los que categorizamos la población para el resto de las 
características clínicas e inmunológicas analizadas, destacando entre ellas, por su 
especial relevancia como factores predictivos de la supervivencia del aloinjerto, la edad 
del donante (p=0,084), el tiempo de isquemia fría (p=0,927) y el número de 
incompatibilidades HLA (p=0,474).  




Dado nuestro especial interés en determinar la influencia de la capacidad de 
fijar complemento como factor predictivo de la supervivencia del aloinjerto, también 
llevamos a cabo un análisis exhaustivo de las características clínicas e inmunológicas 
presentes en cada uno de los subgrupos en los que dividimos la población DSA+ de 
acuerdo precisamente a su habilidad para fijar el primer componente de la cascada del 
complemento (C1q). Del análisis realizado encontramos como único hallazgo 
destacable una mayor proporción de pacientes con antecedente de trasplante previo 
en el grupo DSA+, C1q+ (56,7% vs. 33,9%; p=0,037). De igual modo y relacionado 
probablemente con el hecho de que el trasplante previo es la principal vía de 
sensibilización frente a moléculas HLA (75), los pacientes cuyo DSA fue además C1q+ 
presentaron un mayor PRA calculado por CDC al tiempo del trasplante (36,3±36,9 vs. 
14,5±24,2; p=0,005), así como un mayor cPRA, calculado retrospectivamente con los 
datos derivados del análisis de anticuerpos mediante el ensayo SAB-panIgG (97,7±3,3 
vs. 81,1±26,4; p<0,001). Para el resto de las características clínicas e inmunológicas 
evaluadas, no encontramos diferencias significativas entre ambos grupos.  









7.3 SUPERVIVENCIA DEL ALOINJERTO RENAL  
En la Figura 12 representamos las curvas Kaplan-Meier resultantes del análisis 
de supervivencia del aloinjerto renal durante los 7 años de seguimiento de los 389 
pacientes trasplantados incluidos y estratificados en función tanto de la presencia o 
ausencia de DSA en el momento del trasplante (Figura 12.A) como de la habilidad del 




Como mostramos en la Figura 12.A, el porcentaje de pacientes DSA+ que 
mantienen el aloinjerto funcionante a los 7 años es significativamente inferior al 
porcentaje de pacientes DSA- que mantienen la función del mismo (62,9% vs. 79,1%; 
Figura 12. Curvas Kaplan-Meier para la supervivencia del aloinjerto renal hasta 7 años de los 389 
pacientes que componen la cohorte de estudio según su estatus de anticuerpos anti-HLA específicos 
de donante (DSA). Los pacientes fueron categorizados según la presencia o ausencia de DSA en el 
momento del trasplante (A) y su capacidad para fijar C1q (B). Las curvas se compararon usando el test 
log-rank.  




p=0,001), situándose las medias de supervivencia del aloinjerto de pacientes DSA+ y 
DSA- en los 5,189±0,297 años y 6,078±0,125 años respectivamente. Nuestros 
resultados indican que la probabilidad de fallo renal prematuro es mayor cuando el 
paciente presenta DSA circulante previo al trasplante.  
No obstante, cuando estratificamos la población DSA+ en función de su 
capacidad para unir el complejo C1q, únicamente aquellos pacientes cuyo DSA fue 
además capaz de fijar C1q mostraron una tasa de supervivencia significativamente 
menor a la del resto de subgrupos analizados (Figura 12.B). Concretamente, mientras el 
40,7% de los pacientes que presentaron DSA+, C1q+ previo al trasplante mantuvieron 
su aloinjerto funcionante al final del periodo de seguimiento, éste se mantuvo 
funcionante en el 73,4% de los pacientes con DSA+, C1q- (p=0,001) y en el 79,1% de los 
pacientes sin DSA preformado (p<0,001). Nuestros resultados indican que 
prácticamente 6 de cada 10 pacientes trasplantados con DSA fijadores de C1q pierden 
el aloinjerto antes de los 7 años, siendo la supervivencia media del grupo inferior a 4 
años (3,574±0,606). El tiempo medio de supervivencia del aloinjerto tanto en los 
pacientes con DSA+, C1q- como los pacientes DSA- fue de 5,959±0,282 y 6,078±0,125 
años respectivamente. Curiosamente, cuando comparamos la tasa de supervivencia del 
aloinjerto entre la población sin DSA previo al trasplante y la población con DSA+, C1q-, 
no encontramos diferencias estadísticamente significativas entre ambos grupos (79,1% 
vs. 73,4%; p=0,403). 
Dado que en la mayoría de los centros de trasplante la metodología más común 
para estratificar el riesgo de rechazo en un paciente con DSA preformado se basa en el 
valor de MFI obtenido para dicho DSA, llevamos a cabo un análisis de la supervivencia 
considerando, no sólo la capacidad de fijar complemento, sino también la medida de 
MFI del anticuerpo detectado, a fin de discernir el impacto real de la habilidad de fijar 
complemento del DSA más allá de su valor de MFI. Como apunte previo diremos que la 
capacidad de estratificación del riesgo de rechazo basada en el valor de MFI del 




anticuerpo en el análisis SAB se basa en la presunción de que dicho valor es una medida 
proporcional a su concentración y que, por tanto, a priori, aquellos anticuerpos con 
valores de MFI elevados deben encontrarse en el suero a una mayor concentración que 
los anticuerpos con valores bajos de MFI.  
Así pues y, aunque esta supuesta relación entre concentración y valor de MFI 
será discutida más adelante, llevamos a cabo nuestro análisis categorizando, en primer, 
lugar los 92 pacientes con DSA preformados en función de su valor de MFI. El punto de 
corte de MFI establecido para nuestro análisis fue de 10.000, dado que, en la mayor 
parte de la literatura, este valor suele utilizarse para clasificar los anticuerpos 












Figura 13. Curvas Kaplan-Meier para la supervivencia del aloinjerto renal hasta 7 años de los 92 
pacientes con anticuerpos específicos de donante (DSA), categorizados según la presencia o ausencia 
de DSA de alto valor de intensidad de fluorescencia media (MFI≥10.000) en el momento del 
trasplante (A) y tras la estratificación del grupo con DSA de alto valor de MFI (n=46) según su 
capacidad para fijar C1q (B). Las curvas se compararon usando el test log-rank.  




La Figura 13.A muestra las curvas de supervivencia Kaplan-Meier de la 
población trasplantada y estratificada en función del valor MFI de su DSA en el 
momento del trasplante. De acuerdo a lo esperado, aquellos pacientes cuyo DSA 
mostraba un valor de MFI elevado (≥10.000; n=46) presentaron una tasa de 
supervivencia inferior a la de aquellos pacientes con un bajo valor de MFI en su DSA 
(<10.000; n=46) al momento del trasplante (52,1% vs. 73,7%; p=0,020). Sin embargo, 
nuestros resultados muestran que, cuando los 46 pacientes con DSA de alta fuerza 
(MFI>10.000) son categorizados en función de su capacidad para unir C1q (Figura 13.B), 
la tasa de supervivencia del aloinjerto es significativamente menor en aquellos 
pacientes cuyo DSA es además fijador de C1q (38,4% vs. 68,9%; p=0,041). Asimismo, al 
comparar la supervivencia de la población C1q- estratificada en función de su valor de 
MFI (Figura 14), encontramos que la tasa de supervivencia entre ambos grupos fue 










Figura 14. Curvas Kaplan-Meier para la 
supervivencia del aloinjerto renal hasta 7 
años de los 62 pacientes con anticuerpos 
específicos de donante (DSA), no fijadores 
de C1q (DSA+, C1q-) categorizados según el 
valor de intensidad de fluorescencia media 
(MFI≥10.000) del DSA en el momento del 
trasplante. Las curvas se compararon 
usando el test log-rank.  




Por último, evaluamos la supervivencia del aloinjerto según el tipo de molécula 
HLA frente a la cual el DSA+, C1q+ estuvo dirigido (Figura 15). Analizando los 30 
pacientes con DSA+, C1q+ (Figura 15.A) circulantes en el momento del trasplante, no 
encontramos diferencias en la supervivencia del aloinjerto en función de si el DSA 
estuvo dirigido frente a moléculas HLA de Clase I, Clase II, o a ambos tipos de molécula 
(p=0,862). Del mismo modo, cuando comparamos la supervivencia en la población con 
DSA de MFI de alta fuerza (≥10,000) y capaz de unir C1q (C1q+) (Figura 15.B), 
atendiendo a esta característica, nuestros resultados muestran igualmente una 




7.4 RIESGO DE PÉRDIDA DEL INJERTO 
Como análisis exploratorio previo para determinar el riesgo de pérdida del 
aloinjerto renal, evaluamos de forma independiente la asociación de múltiples factores 
clínicos e inmunológicos con la pérdida del injerto. Realizamos un análisis por regresión 
Figura 15. Curvas Kaplan-Meier para la supervivencia del aloinjerto renal hasta 7 años de los 30 
pacientes con DSA fijadores de C1q (A) y de los 25 pacientes con DSA fijadores de C1q y valor de MFI 
elevado (B) estratificados según el tipo de molécula HLA (Clase I y/o Clase II) frente a la que los 
anticuerpos anti-HLA específicos de donante (DSA) fijadores de C1q estaban dirigidos. Las curvas se 
compararon usando el test log-rank. 




de Cox (Tabla 4) y establecimos el riesgo (HR) de pérdida prematura para cada factor 
analizado de forma independiente.  
 
Tabla 4. Factores de riesgo clínicos e inmunológicos previos al trasplante asociados a pérdida prematura del 
aloinjerto. Análisis de Cox (univariante). 
aIC denota intervalo de confianza 
bMMF denota mofetil micofenolato, Pred denota prednisona y Aza denota azatioprina 
cEl tratamiento de inducción consistió en la administración de timoglobulina  
dValor de cPRA en el momento del trasplante. Dicho valor fue retrospectivamente calculado de acuerdo a las 
especificidades de antígenos no permitidas en base al análisis de anticuerpos por SAB-Luminex. Para el cálculo del valor 







aIC 95% p 
Edad Donante (por cada año de incremento) 389 1,016 1,003-1,030 0,015 
Tiempo de isquemia fría (por cada hora de incremento) 389 1,055 1,028-1,082 <0,001 
Edad del Receptor (por cada año de incremento) 389 0,993 0,978-1,008 0,349 
Sexo Femenino     
No 248 1,00   
Sí 141 1,475 0,975-2,232 0,066 
Re-trasplante     
No 332 1,00   
Sí 57 2,259 1,407-3,626 0,001 
Tiempo en lista de espera (por cada año de incremento) 389 1,025 0,987-1,064 0,200 
Incompatibilidades HLA-A, -B (por cada 
incompatibilidad de incremento) 
389 1,143 0,927-1,409 0,211 
Incompatibilidades HLA-DR ≥ 1     
No 119 1,00   
Sí 270 1,929 1,152-3,232 0,013 
Anti-calcineurínico      
Tacrolimus  215 1,00   
Ciclosporina 174 0,962 0,636-1,456 0,856 
Triple terapia inmunosupresorab     0,219 
Inhibidor de calcineurina+ MMF + Pred  263 1,00  -- 
Inhibidor de calcineurina + Aza + Pred 104 1,133 0,720-1,785 0,589 
Inhibidor de calcineurina + Rapamicina + Pred 22 0,759 0,276-2,088 0,593 
Terapia de inducciónc     
No 347 1,00   
Sí 42 1,580 0,878-2,843 0,127 
cPRAd  389 1,010 1,005-1,015 <0,001 
Presencia de DSA      
 No 297 1,00   
 Sí 92 2,009 1,306-3,091 0,002 
Presencia de DSA y habilidad de fijar C1q     
 DSA -  297 1,00 -- -- 
 DSA+, C1q- 62 1,270 0,720-2,238 0,409 
 DSA+, C1q+ 30 4,160 2,420-7,151 <0,001 




Como mostramos en la Tabla 4, los factores previos al trasplante que 
estuvieron significativamente asociados a un incremento del riesgo de pérdida 
prematura del injerto fueron la edad del donante, el tiempo de isquemia fría, el número 
de incompatibilidades donante-receptor en HLA-DR, el antecedente de trasplante 
previo, el valor de PRA y la presencia de DSA preformado. Una vez tuvimos identificados 
los diferentes factores predictivos, el análisis de Cox (usando el método forward 
conditional) estableció finalmente un modelo multivariante donde la edad del donante, 
el tiempo de isquemia fría del aloinjerto, el número de incompatibilidades HLA-DR 
donante-receptor y la presencia de DSA, permanecieron como factores predictivos 
independientemente asociados a un mayor riesgo de pérdida del aloinjerto (Tabla 5.A). 
El antecedente de trasplante previo, así como el valor de PRA perdieron su significancia 
estadística tras el ajuste con el resto de las variables incluidas, siendo finalmente 
excluidos del modelo.  
Tabla 5. Riesgo de pérdida del aloinjerto renal asignado según la presencia de DSA en el momento del 
trasplante (A) y la capacidad de fijar C1q del DSA (B) después de ajustar el modelo para otros factores 
predictivos clínicos e inmunológicos incluyendo: la edad del donante, el tiempo de isquemia fría y la 
presencia de incompatibilidades HLA-DR. Modelo multivariante de regresión Cox.  
aLos factores que resultaron ser significativamente predictivos en el análisis univariante fueron introducidos mediante el 
método forward conditional en el análisis multivariante  
bIC denota intervalo de confianza 





ICb 95% p 
Edad del donante (por cada año de incremento) 389 1,016 1,003-1,029 0,014 
Tiempo de isquemia fría (por cada hora de 
incremento) 
389 1,054 1,028-1,082 <0,001 
Incompatibilidades en HLA-DR ≥ 1     
 No 119 1,00 -- -- 
 Sí 270 1,896 1,129-3,851 0,016 
Modelo A 
Presencia de DSA (en el momento del trasplante)     
 No 297 1,00   
 Sí 92 2,133 1,379-3,300 0,001 
Modelo B  
Presencia de DSA y capacidad de fijar C1q     
 Sin DSA 297 1,00   
 DSA no fijadores de C1q 62 1,389 0,784-2,461 0,260 
 DSA fijadores de C1q 30 4,012 2,326-6,919 <0,001 




Como mostramos en el modelo descrito, la presencia de DSA en el momento 
del trasplante incrementa a más del doble el riesgo de pérdida del aloinjerto en la 
población (HR 2,133; IC 95% 1,379-3,300; p=0,001). No obstante, cuando los pacientes 
con DSA fueron estratificados en función de la habilidad de su DSA para fijar el primer 
componente de la cascada del complemento (Tabla 5.B), únicamente aquellos 
pacientes cuyo DSA fue además capaz de unir C1q mostraron un incremento 
significativo en el riesgo de pérdida del aloinjerto respecto a la población sin DSA (HR 
4,012; IC 95% 2,326-6,919; p<0,001). Es interesante resaltar, por la aparente relevancia 
clínica que pudiera tener a la hora de estratificar el riesgo de pérdida del aloinjerto, que 
en ningún punto del seguimiento encontramos diferencias en cuanto al riesgo de fallo 
prematuro del aloinjerto entre pacientes DSA+, C1q- y pacientes sin DSA (HR 1,389; IC 
95% 0,784-2,461; p=0,260).  
7.5 ANÁLISIS DE LOS MODELOS PREDICTIVOS 
Finalmente determinamos el valor predictivo de los diferentes modelos 
descritos en la Tabla 5, mediante el análisis ROC y representamos los resultados en la 
Figura 16. El área bajo la curva (AUC) del modelo predictivo convencional, que 
estratifica el riesgo para la pérdida del injerto en base a la presencia o ausencia de DSA 
previo al trasplante fue de 0,704 (IC 95%; 0,645-0,763). Como vemos en la Figura 15, la 
inclusión de la habilidad de fijar C1q como propiedad del DSA preformado, mejoró el 

















7.6 CORRELACIÓN ENTRE EL VALOR MFI DE LOS ANTICUERPOS anti-HLA Y SU 
CAPACIDAD PARA FIJAR EL COMPONENTE C1Q HUMANO 
En el presente proyecto de tesis doctoral quisimos, por último, evaluar si existía 
alguna asociación entre la fuerza de un anticuerpo (fuerza entendida en base al valor 
de MFI del anticuerpo obtenido) y su capacidad para activar vía del complemento. En la 
Figura 17 mostramos un gráfico de dispersión donde cada uno de los 9.898 puntos 
analizados representa el valor de MFI de cada bola de antígeno único (SAB Clase I/II), 
obtenido tanto en el análisis estándar SAB-panIgG (eje X) como en el ensayo SAB 
modificado para la detección del componente C1q humano (eje Y). Del total de 4.191 
bolas positivas identificadas en el análisis SAB-panIgG (MFI≥1.000), 932 resultaron 
también positivas en el análisis SAB-C1q (MFI≥500), mientras que 3.259 bolas fueron 
negativas. Además, 9 bolas positivas en el test C1q presentaron un valor de MFI por 
debajo de 1.000 en el análisis SAB-panIgG.  
Los resultados derivados del análisis de la capacidad de fijación de C1q 
revelaron que del total de anticuerpos anti-HLA circulantes, únicamente un 22,2% de 
Figura 16. Curvas ROC para el análisis 
del valor predictivo de los dos 
modelos multivariantes propuestos 
para la predicción del riesgo de 
pérdida del aloinjerto. El Modelo A 
considera la presencia o ausencia de 
DSA. El Modelo B tiene en cuenta la 
capacidad de fijar C1q del DSA. En la 
gráfica se incluye el valor del área bajo 
la curva (AUC) para cada uno de los 
modelos estudiados. 




ellos tenían la potencial capacidad de activar la vía del complemento, siendo el 77,8% 
restante incapaces de unir el complejo C1q. Por otro lado, cuando analizamos la 
fracción de anticuerpos capaces de fijar C1q, dentro del total de anticuerpos anti-HLA 
detectados por SAB-panIgG, vimos cómo los anticuerpos C1q positivos no se distribuían 
homogéneamente dentro del panel de anticuerpos, sino que éstos aparecían con 















Figura 17. Correlación entre los valores de intensidad de fluorescencia media (MFI) del ensayo SAB-
panIgG y del ensayo SAB-C1q. Los valores MFI de cada bola Luminex individual obtenidos por 
ambos ensayos se representan en un gráfico de dispersión de puntos con escala logarítmica. La 
tabla bajo el gráfico muestra el número de bolas negativas (MFI<500) y positivas (MFI≥500) en el 
ensayo SAB-C1q según su valor de MFI en el ensayo SAB-panIgG. 




El hecho de que un anticuerpo con valor de MFI bajo presente una potencial 
capacidad de fijación de C1q parece ser un hecho poco común. De hecho, del total de 
941 bolas positivas por SAB-C1q, 869 (92,3%) presentaron un valor de MFI elevado 
(≥10.000) en el análisis estándar SAB-panIgG, mientras que solamente 72 bolas (7,7%) 
C1q reactivas tuvieron un valor de MFI en el SAB-panIgG por debajo de 10.000. En la 
misma línea de resultados, cuando comparamos el valor de MFI medio (obtenido por 
SAB-panIgG) de aquellas bolas que resultaron positivas en SAB-C1q respecto del valor 
medio de MFI de las bolas negativas, encontramos que la media de MFI de las primeras 
fue significativamente superior a la de aquellas bolas que no mostraron reactividad en 
el test C1q (18.816 vs. 6.495; p<0,001). Estos hallazgos sugieren que el valor MFI del 
anticuerpo parece estar asociado a su habilidad para fijar C1q. Sin embargo, esta 
asociación es imperfecta y cuando evaluamos la correlación entre el valor MFI de un 
anticuerpo y su capacidad para fijar C1q, no encontramos una fuerte asociación entre 
ambas variables (R=0,666).  Finalmente, la correlación entre la presencia de un 
anticuerpo anti-HLA con valor de MFI elevado (≥10.000) y su capacidad para fijar C1q 
(MFI≥500) fue de 0,661 (R de Pearson) o, dicho de otro modo, la probabilidad de que 
un anticuerpo anti-HLA con un valor de MFI en suero de ≥10.000 sea capaz de unir C1q 
es aproximadamente 0.66.  




                         8. DISCUSIÓN 

























 En este estudio, caracterizamos retrospectivamente la presencia de DSA y su 
capacidad de fijar C1q, en muestras de suero pre-trasplante pertenecientes a un total 
de 389 pacientes trasplantados de riñón en el Hospital Universitario Reina Sofía entre 
los años 1995-2009, utilizando los test SAB-panIgG y SAB-C1q como métodos de 
detección de anticuerpos anti-HLA. Nuestros resultados mostraron que la tasa de 
supervivencia del aloinjerto renal a los 7 años en pacientes trasplantados con DSA 
fijadores de C1q preformados fue significativamente menor tanto a la de pacientes 
trasplantados con DSA no fijadores de C1q (p=0,001), como a la de pacientes 
trasplantados sin DSA (p<0,001), no encontrando diferencias significativas en relación a 
la supervivencia del aloinjerto renal entre pacientes con DSA no fijadores de C1q y 
pacientes sin DSA (p=0,403). Llama la atención, que entre los pacientes con DSA 
preformados y valor de MFI elevado (≥10.000) en el ensayo SAB-panIgG, aquellos cuyo 
DSA tuvo la capacidad de fijar C1q presentaron una peor supervivencia del aloinjerto 
(p=0,041). Finalmente, nuestro modelo predictivo multivariante determinó que 
únicamente la presencia de DSA capaces de unir C1q (HR 4,012; IC 95% 2,326-6,919; 
p<0,001), y no la de aquellos DSA incapaces de unir C1q (HR 1,389; IC 95% 0,784-2,461; 
p=0,260), constituye un factor predictivo independiente de riesgo de fallo renal, tras 
estratificar la población con DSA en función de su capacidad de unir C1q y ajustar el 
modelo por otros factores predictivos pre-trasplante incluyendo la edad del donante, el 
tiempo de isquemia fría y las incompatibilidades HLA-DR entre donante y receptor.  
La irrupción del ensayo SAB, allá por el año 2003 (76), supuso una auténtica 
revolución en el ámbito del trasplante de órgano sólido y pronto se erigió como el 
método de referencia para la detección de anticuerpos anti-HLA en los laboratorios de 
histocompatibilidad de todo el mundo en detrimento de los tests basados en CDC (77). 
Dado que la característica fundamental radica en su enorme sensibilidad, lo que nos 
permite detectar anticuerpos séricos circulantes incluso cuando éstos se encuentran a 
muy baja concentración (55), su consolidación como test de análisis ha permitido que la 
incidencia del rechazo humoral temprano se sitúe en niveles por debajo del 5% (66, 78). 




Si bien, como hemos descrito previamente, la principal virtud del test es su alta 
sensibilidad, ciertos autores han criticado su poca especificidad a la hora de predecir el 
riesgo de rechazo, cuestionándose si todos los anticuerpos detectados son igualmente 
relevantes desde un punto de vista clínico. A este respecto, algunos estudios publicados 
han sugerido una notoria falta se asociación entre la presencia de anticuerpos 
detectados por SAB-panIgG, en un contexto de CDC negativo, con el fallo de aloinjerto 
(63-65). No obstante, y a pesar de que la presencia de estos anticuerpos todavía suscita 
controversia, lo cierto es que hay una clara tendencia a considerarlos como relevantes, 
con un marcado efecto deletéreo sobre la función renal. Este hecho se sustenta en los 
múltiples estudios llevados a cabo, sobre todo en la última década, donde ha quedado 
demostrado que el trasplante realizado en pacientes donde pudo objetivarse la 
presencia de DSA por análisis SAB-panIgG, en un contexto de prueba cruzada por CDC 









Figura 18. Curvas de supervivencia Kaplan-
Meier según el estatus de anticuerpos anti-
HLA antes del trasplante. Todos los 
pacientes se trasplantaron con una prueba 
cruzada T+B por CDC negativa. Tomado de 
Caro-Oleas JL y cols. (80) Clinical relevance 
of HLA donor-specific antibodies detected 
by single antigen assay in kidney 
transplantation. Nephrol Dial Transplant. 
2012; 27: 1231-1238. 










En esta línea, nuestros resultados indican cómo efectivamente, la presencia de 
DSA preformados incrementa el riesgo de fallo renal en la población (Figura 12.A), lo 
que sin duda apoya la idea de que estos anticuerpos, aun solamente siendo detectados 
por técnicas altamente sensibles, ejercen un daño sobre el aloinjerto, que se traduce en 
una disminución de su supervivencia. No obstante, nuestro estudio también revela que 
no todos los DSA preformados ejercen el mismo impacto sobre la función renal y 
sugiere que el daño sobre el aloinjerto se produce fundamentalmente en presencia de 
DSA capaces de fijar C1q (Figura 12.B).  
El papel que juega la capacidad de unir C1q de los diferentes DSA sobre la 
evolución del aloinjerto ha sido evaluado por diferentes grupos, y constituye, a día de 
hoy, una de las principales líneas de investigación para intentar esclarecer los 
Figura 19. Curvas de supervivencia Kaplan-Meier según el estatus de anticuerpos anti-HLA antes del 
trasplante detectados mediante técnicas de fase sólida (A). Evolución del aloinjerto renal según el 
estatus de anticuerpos anti-HLA pre-trasplante (B). Tomado de Tsapepas DS y cols. (50) Preformed 
donor-specific antibodies and risk of antibody-mediated rejection in repeat renal transplantation. 
Transplantation. 2014; 97: 642-647. 
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mecanismos inmunológicos por los que los anticuerpos anti-HLA dañan el órgano 
trasplantado. Varios estudios han demostrado que la aparición de DSA de novo 
fijadores de C1q se asocia estrechamente con una peor evolución del aloinjerto. Loupy 
y cols. (81) mostraron, trabajando con una cohorte de 1.016 pacientes, que la presencia 
de DSA fijadores de C1q en el post-trasplante se asocia a una mayor tasa de eventos de 
AMR, a fenotipos histopatológicos de daño más severos y a un mayor riesgo de pérdida 




Previamente, Sutherland y cols. (82) ya habían demostrado el mayor riesgo de 
pérdida del aloinjerto que supone la presencia de DSA fijadores de C1q desarrollados de 
novo. En la misma línea, Piazza y cols. (83) describieron que la presencia de de novo 
DSA fijadores de C1q, pero no así la presencia de de novo DSA no fijadores de C1q, 
constituye un biomarcador de mal pronóstico en el contexto del trasplante. Otros 
estudios más recientes han descrito que el desarrollo de AMR y el daño subsecuente de 
éste sobre el aloinjerto se produce principalmente en presencia de DSA fijadores de 
C1q (84, 85).  
Figura 20. Curvas Kaplan-Meier para la supervivencia del aloinjerto renal según el estatus de 
anticuerpos anti-HLA después del trasplante Adaptado de Loupy A y cols. (81) Complement-binding 
anti-HLA antibodies and kidney-allograft survival. N Engl J Med. 2013; 369: 1215-1226. 




No obstante, a pesar de la creciente evidencia que indica que los DSA fijadores 
de C1q ejercen un daño más severo sobre la función del injerto trasplantado, hecho 
que se apoya en su teórica mayor capacidad para activar la cascada del complemento in 
vivo, la utilidad clínica del ensayo SAB-C1q como método para estratificar el riesgo 
inmunológico de los DSA circulantes, previos al trasplante, no ha sido aún 












Los autores que hasta ahora han analizado la relevancia clínica de la capacidad 
de fijar C1q en el contexto del pre-trasplante han publicado resultados controvertidos. 
El estudio que describe y evalúa por primera vez la utilidad del ensayo SAB-C1q como 
método de detección de anticuerpos fue realizado sobre una pequeña cohorte de 
Figura 21. Características fenotípicas de daño del aloinjerto renal según el estatus de anticuerpos 
anti-HLA después del trasplante. Tomado de Loupy A y cols. (81) Complement-binding anti-hla 
antibodies and kidney-allograft survival. N Engl J Med. 2013; 369: 1215-1226. 




pacientes pediátricos trasplantados de corazón. Dicho estudio muestra una fuerte 
asociación entre la presencia de DSA fijadores de C1q, el riesgo de ocurrencia de AMR y 
la pérdida prematura del aloinjerto (73). Esta mayor relevancia clínica de los 
anticuerpos detectados por este novedoso ensayo (SAB-C1q) parecía estar 
independientemente asociada de su valor de MFI (56), dotando al test de un poder 
discriminatorio sin precedentes. Sin embargo, estudios posteriores han discutido la 
utilidad clínica del SAB-C1q como método para evaluar el riesgo de un DSA preformado. 
Así, Otten y cols. (86) no pudieron determinar el significado clínico de los DSA fijadores 
de C1q en relación a la supervivencia del aloinjerto debido a la baja prevalencia de 
pacientes que resultaron positivos para la presencia de anticuerpos C1q, analizando 
una cohorte de 837 pacientes trasplantados renales. Crespo y cols. (87) y, más 
recientemente, Thammanichanond y cols. (88), analizando pequeñas cohortes de 
pacientes trasplantados con DSA preformados (28 y 48, respectivamente) no 
encontraron ninguna asociación entre la evolución del aloinjerto renal y la presencia de 








Ambos autores sugieren que el ensayo SAB-C1q, como método de detección de 
anticuerpos, tiene un valor predictivo limitado, y abogan por el uso del test estándar 
Figura 22. Curvas de supervivencia 
Kaplan-Meier según la presencia de DSA 
C1q positivos pre-trasplante, DSA C1q 
negativos o sin DSA. Adaptado de 
Crespo M y cols. (87) Clinical relevance 
of pretransplant anti-HLA donor-specific 
antibodies: Does C1q-fixation matter? 
Transpl Immunol. 2013; 29: 28-33. 




SAB-panIgG como método para estratificar del riesgo inmunológico. Sin embargo, 
ninguno de estos estudios proporciona datos objetivos sobre el papel teóricamente 
patológico que ejercen los DSA no fijadores de C1q sobre el aloinjerto y, de hecho, los 
autores no comparan el impacto que estos anticuerpos (C1q negativos) ejercen en la 
población trasplantada con respecto, por ejemplo, a un grupo de población control sin 
DSA. Sus conclusiones se basan en la no existencia de diferencias significativas en la 
supervivencia o el riesgo de pérdida del injerto entre pacientes con DSA con 
independencia de su capacidad para activar la cascada del complemento, hecho que 
puede ser debido al pequeño tamaño muestral de ambos estudios.  
En el presente trabajo de tesis doctoral, evaluamos un total de 92 pacientes 
trasplantados con DSA preformados, demostrando que el daño sobre la función del 
aloinjerto renal se produce fundamentalmente cuando los DSA preformados son 
capaces de unir complemento, y proporcionamos evidencias acerca del limitado 
impacto que ejercen estos DSA cuando son incapaces de unir C1q.  El uso del ensayo 
SAB-C1q nos permitió definir por ejemplo, dentro de una población de riesgo definida 
por presentar DSA con un valor elevado de MFI (≥10.000) en el momento del 
trasplante, grupos de pacientes con diferente supervivencia del aloinjerto en función de 
su capacidad de fijar o no el complejo C1q (Figura 13.B). Por contra, la tasa de 
supervivencia del aloinjerto de pacientes con DSA no fijadores de C1q fue similar 
(p=0,457) con independencia de su valor de MFI (Figura 14). Desde nuestra perspectiva, 
estos datos vistos conjuntamente sugieren que el valor de MFI de los anticuerpos anti-
HLA, el cual tradicionalmente se ha usado para definir su riesgo inmunológico y que, en 
el mejor de los casos nos proporciona una medida semi-cuantitativa de su 
concentración (89), no es una característica del todo fiable para predecir la evolución 
del trasplante, surgiendo la necesidad de explorar otras propiedades de los anticuerpos 
como por ejemplo, su capacidad para activar la vía del  complemento, con objeto de 
determinar su verdadera relevancia clínica. Recientes hallazgos publicados por 
Malheiro y cols. (90) muestran que la capacidad de fijar C1q de un anticuerpo, 




determinada por el ensayo SAB-C1q, mejora la predicción de ocurrencia de AMR 
respecto a su valor de MFI. Si asumimos la estrecha relación existente entre el AMR y 
fallo del aloinjerto (91), nuestros resultados apoyarían, sin duda, estos hallazgos. En 
base a lo expuesto, creemos que el uso del ensayo SAB-C1q como método de 
detección, dentro de una población sensibilizada, podría proporcionar un importante 
valor añadido a la estratificación del riesgo inmunológico de un anticuerpo, 
normalmente basado en su valor neto de MFI.   
Parece existir un estrecho vínculo entre el valor MFI de un anticuerpo y su 
capacidad de fijar C1q. En general, nuestros resultados muestran como la capacidad de 
fijar C1q es una característica más propia de bolas que exhiben elevados valores de MFI 
en el ensayo SAB-panIgG (Figura 17). Esta dualidad MFI-C1q no fue un hallazgo 
novedoso sino más bien esperado, ya que otros autores habían descrito previamente 
como la capacidad de fijar C1q de un anticuerpo parece estar relacionada con su fuerza 
(74, 84). No obstante, cuando consideramos la fuerza del anticuerpo en base a su valor 
de MFI obtenido en el análisis del suero neto, esta asociación MFI-C1q es bastante 
imperfecta. Así, como podemos observar en el gráfico de dispersión de puntos de la 
Figura 17, una gran parte de los anticuerpos con valores elevados de MFI (≥10.000) 
resultaron ser C1q negativos, mientras que una proporción de anticuerpos con valores 
de MFI relativamente bajos mostraron una fuerte capacidad de unión por dicha 
molécula. Sabemos que la detección de anticuerpos con valores bajos de MFI, capaces 
de unir C1q puede ser una consecuencia del denominado efecto prozona, un fenómeno 
que enmascara la fuerza real de los anticuerpos cuando éstos se encuentran a 
concentraciones muy elevadas (74). El tratamiento previo de las muestras de suero 
neto con EDTA o DTT puede, de algún modo, eliminar este efecto inhibitorio (92), 
hecho que podría mejorar la asociación entre la capacidad de unir C1q de los 
anticuerpos y su valor de MFI. Por el contrario, la incapacidad de unir C1q de los 
anticuerpos con valores elevados de MFI podría indicar que la fuerza de dichos 
anticuerpos es relativamente baja, tal y como describieron Tambur y cols. (93), quienes, 




mediante la realización de diluciones seriadas, lograron estimar la fuerza de los 





Esta fuerza verdadera o título de los anticuerpos anti-HLA se asociada mejor a su 
potencial capacidad para activar el complemento que la fuerza neta, existiendo una 
cuasi perfecta relación entre el alto o bajo título de un anticuerpo y su capacidad o 
incapacidad de fijación por C1q respectivamente. Al igual que mediante los estudios de 
titulación, el ensayo SAB-C1q resulta ser un método fiable para desenmascarar la fuerza 
real de los anticuerpos predefinidos por SAB-panIgG, cobrando un especial interés su 
uso en la estratificación del riesgo inmunológico de pacientes hiperinmunizados 
Figura 23. Valor de intensidad de fluorescencia media (MFI) de 10 bolas-Luminex en el ensayo SAB-
panIgG a partir de una única muestra de suero neto y diluido a 1:4, 1:16, 1:64, 1:256 y 1:1024, en 
el ensayo SAB-C1q y en el ensayo SAB-panIgG después de haber tratado la muestra de suero con 
EDTA. Tomado de Tambur AR y cols. (93) Assessing antibody strength: comparison of MFI, C1q, 
and titer information. Am J Transplant. 2015; 15: 2421-2430. 




(cPRA>80) donde la cuantificación del anticuerpo está comúnmente artefactada por el 
efecto prozona, y donde, por tanto, la relación MFI-fuerza es imprecisa (92). 
Por otra parte, considerando la diferente avidez por el complejo proteico C1q, 
que exhiben las distintas subclases de IgG (IgG1, IgG2, IgG3 y IgG4), hecho que está 
ampliamente demostrado y descrito en la literatura (94-96), el patrón de subclases de 
IgG que compone un anticuerpo particular debería, al menos a priori, ser determinante 
para definir su potencial capacidad de activación del complemento. A este respecto, 
parece claro que la capacidad de activar el complemento de un anticuerpo requiere 
necesariamente la presencia de subclases IgG1 y/o IgG3, las cuales muestran una fuerte 
capacidad de fijación por la molécula C1q. Sin embargo, la ausencia de dicha capacidad 
no parece estar tan influenciada por su composición de subclases. Hasta ahora, los 
diversos estudios que han analizado el perfil de subclases de IgG han revelado que la 
mayor parte de los anticuerpos anti-HLA no están constituidos por una única subclase 
de IgG, sino más bien por una mezcla variable de éstas (97), siendo IgG1 la subclase 
más prevalente (98-101). Posiblemente, la fuerte correlación anteriormente comentada 
entre la fuerza real o título de los anticuerpos, estimada por el ensayo SAB-panIgG en 
los sueros pretratados o diluidos, y su capacidad de unir C1q, podría ser en gran medida 
consecuencia de la alta prevalencia de la IgG1 como subclase inmunodominante, 
siendo la inmunoglobulina que aporta un peso específico mayor a la medida de MFI 
obtenida.  
Recientes evidencias apoyan la idea de que las diferencias que determinan la 
capacidad de los diferentes anticuerpos anti-HLA para unir o no el componente C1q no 
son de tipo cualitativo, entendidas éstas como distinta composición de subclases de 
IgG, sino más bien son debidas a diferencias de tipo cuantitativo, en referencia a la 
distinta concentración de las subclases que lo componen (74, 84, 93, 100, 101). De 
hecho, un resultado negativo en el test SAB-C1q no tiene por qué significar que el perfil 
de subclases del anticuerpo investigado esté compuesto únicamente por subclases de 




IgG con poca (IgG2) o incluso sin (IgG4) capacidad biológica de activar la cascada del 
complemento, como cabría esperar, sino que puede contener, y de hecho contiene 
normalmente, concentraciones limitadas de subclases de IgG potencialmente fijadoras 
de C1q, fundamentalmente IgG1 (100). 
Únicamente adoptando una estructura hexamérica, estabilizada mediante 
interacciones de naturaleza no-covalente vía Fc:Fc, la IgG1 está capacitada para atraer y 
unir la molécula C1q y activar así la vía clásica del complemento (102). La 
estequiometría de dicho ensamblaje es de 1:6 (C1q:IgG16) (103) y requiere de forma 
implícita una proximidad física entre las moléculas de IgG. Este estado necesita cierta 
concentración de anticuerpos en el medio para alcanzar una densidad determinada de 
éstos unidos sobre sus antígenos diana que facilite su interacción y proporcione sitios 
de anclaje al complejo C1q con suficiente avidez. Este hecho, sin duda, parece explicar 
la estrecha relación encontrada entre la capacidad de un anticuerpo de unir C1q y su 
fuerza real o título, más allá del perfil de subclases que presente. Así, la presencia de 
determinadas subclases de IgG (IgG1/IgG3) a bajo título en la composición de una 
especificidad de anticuerpo anti-HLA particular, con independencia de que éstas tengan 
teóricamente una gran capacidad de activar la cascada del complemento, no sería 
suficiente para alcanzar el umbral de anticuerpos que posibilite la interacción y 
conformación de los complejos hexaméricos necesarios sobre los antígenos HLA 
adheridos a las bolas Luminex, impidiendo el reclutamiento eficiente de la proteína C1q 
y su posterior detección en el test SAB-C1q. Todas las evidencias descritas, y nuestra 
propia experiencia, parecen indicar que la fuerza (título) de las subclases fuertemente 
fijadoras de C1q, fundamentalmente IgG1, son el principal factor limitante para definir 
el estatus C1q de un anticuerpo anti-HLA mediante el ensayo SAB-C1q. Considerando la 
baja prevalencia de las especificidades de anticuerpos, compuestas exclusivamente por 
subclases de tipo IgG2 y/o IgG4, que está descrita en la literatura, la incapacidad per se 
de un anticuerpo anti-HLA para unir C1q  parece ser poco común (98-101, 104). 




La cinética de la hexamerización de la inmunoglobulina IgG sobre su antígeno 
diana es un proceso dinámico que depende de la concentración tanto del antígeno 
como del anticuerpo (103). Desde nuestra perspectiva creemos que el menor impacto 
que ejercen los DSA no fijadores de C1q sobre la evolución del aloinjerto observado en 
nuestra cohorte de estudio podría ser una consecuencia de que dichos DSA estuvieran 
realmente compuestos por un bajo título de subclases fuertemente fijadoras de C1q. 
Bajo esta premisa, un DSA-IgG1 unido a sus antígenos HLA en el endotelio renal no 
alcanzaría el umbral crítico necesario para reclutar de forma eficiente la proteína C1q, y 
así disparar la cascada del complemento in vivo por la vía clásica, principal mecanismo 
de daño mediado por anticuerpos (39). De manera similar, la ausencia de subclases 
fuertemente fijadoras de C1q (IgG1/IgG3) en una baja proporción de anticuerpos o, 
más comúnmente, la presencia de IgG2 o IgG4 como subclases inmunodominantes, 
dentro de una especificidad no fijadora de C1q conformada también por IgG1/IgG3, 
podría igualmente limitar el impacto deletéreo sobre el aloinjerto, saturando los 
antígenos HLA endoteliales e impidiendo el acceso a subclases más lesivas.  
La caracterización de los DSA como anticuerpos no fijadores de C1q no tiene 
que estar estrictamente asociada a una baja fuerza real del anticuerpo, puesto que una 
alta concentración de subclases no fijadoras de C1q también podría ser plausible. 
Asumiendo este hecho, podríamos explicar por qué algunas especificidades donde la 
MFI es elevada, incluso tras la dilución del suero, se muestran  incapaces de unir C1q, y 
sugerimos que, a pesar de su innegable relación, la fuerza real o título de un anticuerpo 
no proporciona exactamente la misma información que su capacidad de fijar C1q. 
Asimismo, creemos que ambas características (título y capacidad de unir C1q) deberían 
ser integradas en estudios futuros con objeto de lograr una mejor comprensión de los 
mecanismos efectores por los que anticuerpos anti-HLA ejercen daño, lo que nos 
permitirá sin duda, definir mejor su riesgo y plantear estrategias inmunosupresoras más 
precisas.  




Sabemos que los DSA son responsables de que se produzca daño sobre 
aloinjerto a través de un amplio espectro de funciones efectoras, que varían desde la 
activación de la vía clásica del complemento, hasta la citotoxicidad mediada por células 
NK y macrófagos dependientes de la unión a receptores FcγR (19). En un estudio 
reciente Lefaucheur y cols. (101) han asociado la presencia de DSA-IgG4 con la 
aparición de AMR subclínico y daño renal tardío, caracterizado por una predominancia 
de características histológicas, como glomerulopatía del aloinjerto y fibrosis 
intersticial/atrofia tubular, sugestivas de daño crónico, lo que apoya la idea de que los 
anticuerpos pueden lesionar el aloinjerto por vías independientes a la activación del 
complemento (105). Desde esta perspectiva, todos los DSA, con independencia de su 
capacidad para unir C1q, deberían ser evitados. Desafortunadamente, esto no es una 
opción plausible para una proporción creciente de pacientes altamente sensibilizados, 
que comienzan a colapsar las listas de espera. El desarrollo de protocolos de 
desensibilización para reducir la incidencia de rechazo y mantener concentraciones 
bajas de anticuerpos sostenidas en el tiempo, la optimización de los programas de 
intercambio de órganos y la mejora de nuestro entendimiento sobre la patogenicidad 
de los anticuerpos son retos futuros que asegurarán el éxito del trasplante, 
especialmente entre la población sensibilizada. Dado que nuestro estudio identifica 
diferentes grupos de riesgo en la población DSA positiva en base a su capacidad de 
fijación de C1q, nosotros planteamos aquí un nuevo y potenciado algoritmo de 
estratificación del riesgo inmunológico pre-trasplante. Advertimos de igual modo que 
este nuevo algoritmo debería ser interpretado con precaución, ya que está 
particularmente dirigido a aquellos pacientes cuyas posibilidades de trasplante son muy 
limitadas, careciendo de sentido su aplicación sobre pacientes con valores de cPRA 
bajos.  
Como es lógico, nuestro estudio también presenta ciertas limitaciones. La 
primera es que se trata de un estudio observacional que no proporciona información 
objetiva sobre las vías de daño mediadas por los anticuerpos anti-HLA. Nosotros 




sugerimos una mayor relevancia clínica de los anticuerpos C1q positivos en base a los 
resultados derivados del análisis de supervivencia y riesgo de fallo renal, sin llegar a 
profundizar en  las causas subyacentes a este hecho, como por ejemplo la asociación 
DSA-AMR descrita en diferentes tipos de trasplante de órganos sólidos, y caracterizada 
en base a hallazgos histopatológicos y manifestaciones funcionales (106). Esta 
limitación fue consecuencia de que los criterios de diagnóstico de rechazo humoral 
sufrieron modificaciones a lo largo del periodo de este estudio, lo que nos impidió 
establecer de manera fiable la asociación entre la ocurrencia de AMR y la capacidad de 
unir C1q de los DSA. Así por ejemplo, los diagnósticos anatomopatológicos anteriores a 
2005 carecen del análisis inmuno-histoquímico de deposición de C4d, un  fragmento 
derivado del componente C4b del complemento sin función biológica conocida, 
liberado por la formación de complejos antígeno-anticuerpo durante la activación de la 
vía clásica del complemento, que posee en su estructura un residuo tioéster interno 
(107) mediante el cual se une covalentemente a elementos tisulares en el sitio local de 
activación, convirtiéndolo en una huella duradera que evidencia AMR (108). En 
segundo lugar, no pudimos evitar la heterogeneidad de los protocolos de 
inmunosupresión implementados a los pacientes incluidos, si bien este factor no tuvo 
un valor predictivo significativo en el análisis Cox univariante. La tercera limitación fue, 
la no-inclusión de la presencia de anticuerpos frente a los antígenos HLA-Cw y -DP, lo 
cual podría constituir un posible factor confundente en una determinada proporción de 
pacientes, teniendo en cuenta la relevancia clínica de estos anticuerpos en la evolución 
del aloinjerto, mostrada en algunos estudios (109). Finalmente, cuando estratificamos 
la población de estudio según la capacidad de unir C1q de los DSA, la prevalencia de 
pacientes DSA+, C1q+ fue baja (7,75%) dentro de la población analizada, si bien el 
tamaño de muestra fue suficiente para encontrar diferencias significativas dentro del 
grupo DSA+. 
En resumen, nuestro trabajo demuestra que únicamente los DSA fijadores de 
C1q preformados representan una contraindicación absoluta para el trasplante renal, 




pudiendo ser asumido el riesgo que para la función renal representa la presencia de 
DSA no fijadores de C1q. El uso clínico del ensayo SAB-C1q para la identificación de 
incompatibilidades HLA donante-receptor inaceptables nos permitiría, en algunos 
casos, mejorar la estratificación del riesgo de pérdida del aloinjerto. Este nuevo 
algoritmo podría incrementar la limitada oferta de órganos destinada a pacientes 
altamente sensibilizados, predefinidos por el ensayo SAB-panIgG. Este incremento en 
las posibilidades de trasplante reduciría el tiempo de permanencia de estos pacientes 
en lista de espera, lo que supondría una mejora considerable en su calidad de vida, en 
muchos casos mermada, por la mala condición clínica asociada a una permanencia 
prolongada en diálisis. 
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➢ La tasa de supervivencia del aloinjerto renal en la población trasplantada, 
evaluada a 7 años, disminuye únicamente en presencia de DSA con capacidad 
de fijar el complejo C1q. Por el contrario, la presencia de DSA C1q negativos no 
parece tener un impacto significativo sobre la supervivencia.  
➢ La capacidad de fijar complemento, como característica inherente del 
anticuerpo, parece incidir negativamente sobre la supervivencia del aloinjerto, 
más allá del valor de MFI del anticuerpo preformado.  
➢ Parece haber una clara asociación entre la fuerza de un anticuerpo y su 
capacidad de fijar complemento, si bien, esta asociación es imprecisa cuando 
consideramos la fuerza de los anticuerpos en base a su valor de MFI obtenido 
en suero neto. El SAB-C1q podría revelar la verdadera fuerza de algunos 
anticuerpos en aquellos sueros artefactados por el efecto prozona.    
➢ La presencia de DSA C1q+ previo a trasplante incrementa más de 4 veces (HR 
4,012; p<0,001) el riesgo de fallo renal, en cualquier punto del seguimiento, 
respecto a la ausencia de D 
➢ Hay una falta de asociación entre la presencia de DSA C1q- y el riesgo de 
pérdida de aloinjerto.  
➢ Únicamente la presencia de DSA preformados capaces de unir C1q, en un 
contexto de CDC negativo, representan una contraindicación absoluta para 
llevar a cabo el trasplante.  
➢ El ensayo SAB-C1q permite identificar grupos de anticuerpos con diferente 
riesgo inmunológico entre el total de anticuerpos anti-HLA predefinidos por 
SAB-panIgG.  
➢ El uso clínico del ensayo SAB-C1q como método de detección de anticuerpos y 
la implementación de un nuevo algoritmo de exclusión antigénica en la 




población HLA sensibilizada, incrementaría las opciones de trasplante de este 
grupo de pacientes, reduciendo su tiempo en lista de espera.  
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ADCC Citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos 
AMR Rechazo mediado por anticuerpos (antibody-mediated rejection) 
AUC Área bajo la curva (area under the curve) 
CDC Citotoxicidad dependiente de complemento 
CPA Célula(s) presentadora(s) de antígenos 
cPRA Panel calculado de reactividad de anticuerpos (calculated panel 
reactive antibody) 
DAMPs Patrones moleculares asociados a daño (damage associated molecular 
patterns) 
DE Desviación estándar 
DSA Anticuerpo(s) específico(s) de donante (donor-specific antibody/ies) 
DTT Ditiotreitol 
EDTA Ácido etilendiaminotetraacético 
ERC Enfermedad renal crónica 
EBV Virus de Epstein-Barr 
Fc Fracción cristalizable 
HLA Antígeno(s) leucocitario(s) humano(s) (human leukocyte antigen(s)) 
HR Índice de riesgo (hazard ratio) 
IC Intervalo de confianza 
IVIG Inmunoglobulina intravenosa 
MAC Complejo de ataque a la membrana 
MFI Intensidad de fluorescencia media (mean fluorescence intensity) 
MIC Cadena relacionada con el MHC de Clase I (MHC Class I chain related) 
MHC Complejo mayor de histocompatibilidad (major histocompatibility 
complex) 
NGB Ratio de fondo normalizada (normalized background ratio) 
NIC Nefropatía crónica intersticial 
NK Célula(s) asesina(s) natural(es) (natural killer) 
OPTN Organ Procurement Transplantation Network 
PAMPs Patrones moleculares asociados a patógenos (pathogen associated 
molecular pattern) 
PCR Reacción en cadena de la polimerasa (polymerase chain reaction) 
PE R-ficoeritrina 
PNC Pielonefritis crónica 
PRA Panel de reactividad de anticuerpos (panel reactive antibody) 
PRRs Receptores de reconocimiento de patrones (pattern recognition 
receptors) 
ROC Receiver operating characteristic 
SAB Bola(s) de antígeno único (single antigen bead(s)) 
SSO Sondas oligonucleotídicas específicas de secuencia (sequence specific 
oligonucleotide) 
TRS Tratamiento renal sustitutivo 
VXM Prueba cruzada virtual (virtual cross-match) 
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PROTOCOLO PARA LA DETERMINACIÓN DE LA PRESENCIA DE ANTICUERPOS 
ANTI-HLA: CRIBADO (MIXED I/II) Y ESPECIFICIDADES (SAB) 
Preparación de las muestras de suero 
1. Alicuotar 40 µL de suero de cada una de las muestras a analizar en 
tubos eppendorf de 1,5 mL. 
2. Centrifugar a 8.000-10.000 g durante 10 minutos. 
Incubación de las muestras de suero con las bolas Luminex 
1. Añadir 20 µL de cada muestra de suero a cada uno de los pocillos de 
la placa, previamente diseñada. 
2. Añadir 2,5 µL de bolas Luminex con una mezcla de Ag-HLA (Mixed I/II) 
a cada uno de los pocillos de la placa, en caso de realizar el cribado, o 
2,5 µL de las bolas Luminex con antígeno único (single antigen beads 
o SAB) Clase I o Clase II según corresponda, en caso de determinar las 
especificidades de anticuerpos anti-HLA de un suero problema. 
3. Vortexar para mezclar. 
4. Incubar 30 minutos a temperatura ambiente, en oscuridad y 
agitación. 
Preparación del buffer de lavado o wash buffer (WB) 
El WB está a una concentración 10x. Para preparar un Vf=100 µL de WB 
diluiremos: 
10 µL WB (10x) + 90 µL de H2O destilada = 100 µL 
Por cada pocillo realizaremos 1 lavado con un V=150 µL de WB y 4 lavados 
con un V=200 µL de WB. 
 
 





Si aproximadamente utilizamos media placa (48 pocillos), prepararemos la 
siguiente dilución (en exceso, puesto que el anticuerpo secundario hay que 
diluirlo también en WB): 
Vf = 50 mL (45 mL de H2O destilada + 5 mL de WB) 
Lavado de las muestras 
Para retirar el exceso de anticuerpo no unido a los antígenos HLA sobre las 
bolas Luminex, realizaremos 3 lavados. 
1. Añadir 150 µL de WB (1x) a cada pocillo, pipeteando arriba y abajo 
para mezclar bien. Centrifugar 5 min 1.300 g. 
2. Eliminar sobrenadante (inversión de la placa). Resuspender el pellet 
(vortex). 
3. Añadir 200 µL de WB (1x) a cada pocillo, pipeteando arriba y abajo 
para mezclar bien. Centrifugar 5 min 1.300 g. 
4. Eliminar sobrenadante (inversión de la placa). Resuspender el pellet 
(vortex). 
5. Repetir los pasos 3 y 4. 
Preparación del anti-panIgG PE 
El anticuerpo secundario anti-panIgG conjugado con PE está a una 
concentración 100x. Para cada pocillo, diluiremos el IgG anti-panIgG-PE en 
WB: 
Vol IgG anti-panIgG-PE total = 1 µL IgG anti-panIgG-PE x número de muestras 
Vol WB total = 99 µL WB x número de muestras 
Nota: este paso lo realizaremos al mismo tiempo que el tercero de los 
lavados, para evitar al máximo la exposición a la luz del anticuerpo 
secundario. 
 




Incubación con IgG anti-panIgG-PE 
1. Añadir 100 µL de IgG anti-panIgG-PE (1x) a cada uno de los pocillos. 
Pipetear arriba y abajo para mezclar bien. 
2. Incubar 30 min en oscuridad, agitación y a temperatura ambiente. 
 
Lavado de las muestras y preparación para adquisición en plataforma 
Luminex 
1. Centrifugar la placa 1.300 g durante 5 min y eliminar el sobrenadante 
por inversión de la placa (exceso de IgG anti-panIgG-PE no unida al 
anticuerpo primario). 
2. Repetir pasos 3 y 4 del Lavado de las muestras dos veces. 
3. Añadir 80 µL de líquido de sistema para adquirir. Vortexar. Proceder a 
la lectura de la placa. 
 
 





PROCOLO PARA LA DETERINACIÓN DE ANTICUERPOS ANTI-HLA FIJADORES DE 
C1q EN SUERO (SAB-C1q ASSAY) 
Preparación del suero a analizar 
1. Añadir 40 µL de suero en un eppendorf de 1,5 mL. Repetir con cada 
muestra. 
2. Calentar los sueros para descomplementar en un bloque térmico a 56 
ºC durante 30 minutos. 
3. Centrifugar los sueros a 8.000-10.000 g durante 10 minutos. 
4. Transferir 30 µL del sobrenadante a otro eppendorf de 1,5 mL. 
Mantener en hielo. 
Preparación de C1q humano 
1. Calcular el volumen de C1q necesario. 
Vol C1q total (µL) = [N (número de muestras) x 1 µL C1q/test] 
2. Elaborar una dilución 1:5 de C1q en buffer HEPES (10 Mm). 
Vol HEPES total (µL) = 4 x Vol C1q total 
3. Vortexar la dilución y mantener en hielo. 
Incubación de las muestras 
1. Enriquecer el suero con C1q: 
a. Añadir 0,5 µL de control positivo a cada uno de los pocillos de 
la placa, previamente diseñada según el número de muestras 
que se van a testar. 
b. Añadir 5 µL de C1q humano previamente diluido en buffer 
HEPES en cada uno de los pocillos de la placa. 
 






c. Añadir 5 µL de cada suero descomplementado a testar al 
pocillo correspondiente de la placa. 
d. Mezclar. 
2. Añadir 2,5 µL de bolas magnéticas Luminex recubiertas de Ag-HLA 
único (SAB) a cada pocillo según corresponda (Clase I o Clase II). 
Vortexar para mezclar. 
3. Incubar durante 20 minutos a temperatura ambiente en un agitador y 
en oscuridad. 
4. Añadir 5 µL de IgG anti-C1q conjugada con PE. Incubar durante 20 
minutos en agitación y oscuridad a temperatura ambiente. 
5. Realizar un lavado, añadiendo 80 µL de PBS a cada pocillo. Centrifugar 
5 minutos a 1.300 g. Eliminar sobrenadante (inversión de la placa). 
6. Añadir 80 µL de líquido de sistema. Vortexar. Proceder a la lectura de 
la placa en plataforma Luminex. 





























 13. PRODUCCIÓN CIENTÍFICA 
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